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)

Se queres, podes.’

Joanna de Angelis
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RESUMO

O ultrassom (US) terapéutico ¢ uma das terapias fisicas mais utilizadas na Fisioterapia como
recurso eletrotermoterapéutico para o controle do processo inflamatorio e aceleracdo do
processo de cicatrizagdo tecidual. Dentre as modalidades de aplicacdo do US terapéutico
temos o método de fonoforese. Ha muito tempo o OR de copaiba ¢ reconhecido e utilizado
por comunidades tradicionais como recurso natural no tratamento de afec¢des inflamatorias.
Este estudo procura estudar a aplicacdo associada do OR de copaiba em gel com o método de
fonoforese, visto que ainda sdo poucas as pesquisas desenvolvidas nessa temadtica, e
inexistentes em relagdo a espécie Copaifera duckei Dwyer. Assim, esse trabalho teve como
objetivo principal avaliar a agdo terapéutica de um gel fitoterdpico do OR de C.duckei
administrado através do método de fonoforese sobre a fase inflamatéria do processo de
reparagdo muscular. Para isso foi realizada uma pesquisa experimental com a produ¢do de um
gel de C.duckei a 10% e em seguida sua administragdo por fonoforese sobre o musculo
gastrocnémio submetido a trauma induzido por mecanismo tipo queda livre, a fim de analisar
sua acao sobre a fase inflamatoria do processo de recuperagdo muscular, considerando-se as
variaveis de analise histoldgica, fibrose, necrose, edema, infiltrado inflamatorio e células com
nucleos centralizados. Analises adicionais quanto a toxicidade aguda e em aplica¢des de doses
repetidas também foram realizadas através da utilizagdo dos protocolos OCDE 404 ¢ OCDE
410, e outras andlises quanto ao pH e a transmissibilidade do gel, além do potencial de
abertura sobre o estrato corneo da pele também foram realizadas. Os dados relativos a estas
analises foram tabulados em planilhas do software Excell (Microsoft ® - EUA), e
posteriormente receberam tratamento estatistico pelo sofiware BioEstat 5.3. Para este estudo
experimental foi admitido o nivel de significancia de 0,05 (0=0,05 ou 5%), para um erro
amostral de 5% em todas as analises. Concluimos que todas as terapias utilizadas mostraram
resultados significativos no processo de reparacdo muscular quando comparadas ao grupo
controle.

Palavras-chave: Copaifera. Ultrassom. Fonoforese. Musculo esquelético.
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ABSTRACT

Ultrasound (US) is one of the therapeutic physical therapies commonly used in physical
therapy as eletrotermoterapéutico feature to control the inflammatory process and acceleration
of tissue healing process. Among the US Therapeutic implementing rules have the
phonophoresis method. A long time copaiba OR is recognized and used by traditional
communities as a natural resource in the treatment of inflammatory disorders. This study aims
to study the associated application of OR copaiba gel with phonophoresis method, since there
are few research carried this theme, and nonexistent in relation to the species Copaifera
duckei Dwyer. Thus, this study aimed to evaluate the therapeutic action of a herbal gel OR
C.duckei administered through the phonophoresis method on the inflammatory phase of the
muscle repair process. For this purpose an experimental study with the production of a gel
C.duckei 10% and then its administration by phonophoresis on the gastrocnemius muscle
subjected to trauma-induced free fall type mechanism was conducted in order to examine its
effect on the phase inflammatory muscle recovery process, considering the variables
histological analysis, fibrosis, necrosis, edema, and inflammatory infiltrate cells with
centralized cores. Further analysis on acute toxicity and repeated dose applications were also
performed by using the OECD 404 and OECD 410, protocols and other analysis for pH and
the transmissibility of gel in addition to the potential opening of the stratum corneum of the
skin as well were realized. The data for this analysis were tabulated in Excell spreadsheet
software (Microsoft ® - USA), and later received statistical treatment by BioEstat 5.3
software. For this experimental study was admitted to the 0.05 significance level (a = 0.05 or
5%), to a sampling error of 5% for all analyzes. We conclude that all therapies used showed
significant results in the muscle repair process when compared to the control group.

Keywords: Copaifera. Ultrasound. Phonophoresis. Skeletal muscle.
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16

1 INTRODUCAO

Dentre as patologias tratadas pelas ciéncias da reabilitagdo, as que desencadeiam
quadros inflamatoérios em decorréncia de lesdes musculares traumaticas estdo entre as mais
recorrentes, o que aumenta a importancia de se descobrirem novas e eficientes terapias
antiinflamatérias e de reparacdo tecidual, principalmente as que minimizassem os efeitos
colaterais dos farmacos atualmente utilizados. Destacam-se nesse sentido as pesquisas que
visam o emprego de substancias naturais, dentre elas as que exploraram o -efeito
antiinflamatério e cicatrizante do oleorresina (OR) de copaiba s.p. (BRITO et al., 2001;
MUNIZ, 2009; MONTES et al, 2009; BRITO et al, 2006; BOTELHO et al., 2011;
GIESBRECHT, 2011).

Ha muito tempo o OR de copaiba ¢ reconhecido e utilizado por comunidades
tradicionais como recurso natural no tratamento de afecgdes inflamatorias e no processo de
cicatrizagdo, dentre outras aplicagdes. Sendo que muitos de seus efeitos, como o efeito
antinflamatdério e cicatrizante, ja possuem comprovagdes cientificas (PIERI, MUSSI,
MOREIRA, 2009).

O ultrassom (US) terapéutico ¢ uma das terapias fisicas mais utilizadas na Fisioterapia
como recurso eletrotermoterapéutico para o controle do processo inflamatdrio e aceleracao do
processo de cicatrizagdo tecidual. Dentre as diversas modalidades de aplicacio do US
terapéutico temos o meétodo de fonoforese, que consiste na aplicacdo transdérmica de
farmacos através das ondas mecanicas produzidas pelo equipamento de US, a fim de
combinar os efeitos de ambas as terapias e minimizar os efeitos colaterais destes farmacos no
sistema gastrico (ROSIM, 2003; ALFREDO, 2008; ENGELMANN, 2010; GURNEY, 2011;
OLIVEIRA, PIRES e SOARES, 2011; VICTOR et al., 2012).

No entanto, quando falamos da aplicagdo associada do OR de copaiba com o método de
fonoforese ainda sdo poucas as pesquisas desenvolvidas, e inexistentes em relagdo a espécie
Copaifera duckei Dwyer (C.duckei). Dentre as realizadas com copaiba em geral temos a de
Brito et al. (2001); Cabral, Fiorini, Carvalho (2006); Muniz (2009) e Montes et al. (2009).

Com esta pesquisa pretende-se ingressar no campo de discussdes em torno da
viabilidade técnica e terapé€utica da utilizagdo do OR de C.duckei em sua formulagdo em gel,
através da sua administragdo por fonoforese no tratamento do processo inflamatorio agudo de

uma lesdo muscular de origem traumatica.
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Ainda pretende subsidiar dados para o desenvolvimento de uma nova forma de
aplicacdo terap€utica do OR de copaiba e de um novo produto fitoterapico em gel para ser
utilizado de forma tdpica associada ou ndo a fonoforese, no tratamento da fase inflamatoria de
lesdes musculares de origem traumatica.

Esta pesquisa vem se propdr a esclarecer a questdo da dimensdo do efeito terapéutico de
uma formulacdo em gel a 10% de C.duckei sobre a fase inflamatéria do processo de
recuperagao de lesdes musculares de origem traumatica, responder sobre a viabilidade técnica
dessa formulagdo e ainda analisar a toxicidade dérmica do OR de copaiba aplicado tanto por
via topica como por fonoforese.

O estudo também procura encontrar evidéncias para os relatos do fato de que esse
farmaco natural quando aplicado através da terapia de fonoforese mantém o seu efeito
terapéutico ou o potencializa através de tal associacdo. Isso por meio de uma andlise realizada
durante a fase inflamatdria do processo de repara¢cdo de uma lesdo muscular traumatica.

Pelos motivos expostos a realizacdo desta pesquisa apresenta-se como um importante
instrumento para o desenvolvimento cientifico em torno da viabilidade técnica, da toxicidade
dérmica e dos efeitos terapéuticos do dleorresina de copaiba C.duckei em sua formulagao em
gel a 10% quando utilizado com a finalidade de tratamento de lesdes musculares de origem
traumadtica associada ou ndo ao método de fonoforese.

A viabilidade técnica do produto representaria um beneficio maior para a comunidade
em geral, uma vez que aumentaria o arsenal terapéutico conhecido disponivel por
proporcionar evidéncias da seguranga da administracdo do OR de copaiba no tratamento da

fase inflamatoéria de disfungdes musculares de etiologia traumatica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 UTILIZACAO DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

A manutengdo de crenca popular brasileira forte em curandeiros e benzedeiras,
principalmente nas regides mais longinquas de centros urbanos e, sobretudo na regido
amazoOnica, ocorrida com a transmissdo verbal desse costume, conservou e manteve forte o
uso de plantas medicinais no nosso pais. Sendo que essas profundas raizes culturais da
populacdo brasileira facilitaram a sobrevida da Fitoterapia até os dias atuais. Visto que a
consciéncia popular reconhece a eficidcia e legitimidade desta modalidade terapéutica
(SACRAMENTO, 2000; SANTOS et al., 1995).

A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) constatou que tais praticas ndo convencionais
de saude estdo ganhando espaco de modo a complementar as terapias medicamentosas
alopaticas. Sendo que além do fator custo, outro ponto positivo atribuido pela populagdo ¢ que
esta considera que as plantas medicinais s3o menos agressivas ao organismo (OMS, 2008).

O Brasil € visto em destaque nesse campo por possuir um terco da flora mundial. Sendo
a Amazonia considerada a maior reserva de produtos naturais com agdo fitoterapica do
planeta. O que a torna um grande laboratorio a céu aberto, promissor na descoberta de novos
medicamentos fitoterapicos (YUNES et al., 2001; FRANCA et al., 2008).

Dentre as técnicas terapéuticas classificadas dentro da medicina integrativa, a fitoterapia
vem sendo a que mais cresceu nos Ultimos anos. Atualmente, os fitoterapicos sao amplamente
utilizados em diversos paises, principalmente nos mais pobres, frente ao alto custo dos
farmacos sintéticos. O mercado mundial de medicamentos fitoterapicos é de US$ 43 bilhoes
por ano. Estima-se ainda que cerca de 60% dos farmacos com atividades antitumorais e
antimicrobianas, ja comercializados ou em fase de pesquisa clinica, sejam de origem natural
(ASCHWANDEN, 2001; SHU, 1998).

Em geral, fitoterapia ¢ confundida com o uso de plantas medicinais. No entanto, a
Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA) considera “como medicamento
fitoterdpico aquele obtido exclusivamente de matérias-primas de origem vegetal, com
qualidade constante e reprodutivel e que tantos os riscos quanto a eficidcia sejam
caracterizadas por levantamentos etnofarmacoldgicos, documentagdes técnico cientificas em

publicacdes ou ensaios clinicos (NICOLETTI et al., 2007; BRASIL, 2006).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) desde 1978 tem expressado a sua posicao a
respeito da necessidade de valorizar a utilizagdao de plantas medicinais. No Brasil, o interesse
esta no sentido de fortalecer a fitoterapia no Sistema unico de Saude (SUS), através da
Portaria N° 971/2006 que aprovou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no SUS (BRASIL, 2006; SANTOS et. al., 2011).

No ambito da Fisioterapia, o Conselho Federal de Fisioterapia e Terapia Ocupacional
regulamentou o uso pelos fisioterapeutas das praticas integrativas e complementares de satde
nos termos da referida portaria do Ministério da Satde (MS) através da Resolugdo COFFITO
n°. 380/2010 (COFFITO, 2010).

2.2 ESTUDOS TOXICOLOGICOS COM PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

O uso de plantas com finalidade terapéutica sdo reconhecidos a séculos. No entanto, a
partir do desenvolvimento da industria farmacéutica e da descoberta de técnicas de
isolamentos de substancias, estas acabaram por substituir o uso de extratos vegetais. Assim, 0
que se viu foi uma crescente producdo de farmacos via sintese quimica que impulsionaram a
substituicdo destes, aliando a isso o crescimento do poder econdmico das industrias
farmaceéuticas e a auséncia de comprovacdes cientificas de eficacia das substancias de origem
vegetal sem esquecer ainda das dificuldades de controle quimico, fisico-quimico,
farmacoldgico e toxicoldgico dos extratos vegetais até entdo utilizados (RATES, 2001).

A partir de 1980, com o desenvolvimento de novos métodos de isolamento de
substancias ativas a partir de fontes naturais ressurgiu o interesse pela pesquisa destas
substancias, como prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos. Isso consolidou as
plantas medicinais no cenario dos tratamentos alternativos em varios paises do mundo. Nas
ultimas décadas se observou a revalorizagdo do emprego de preparagdes fitoterdpicas e a sua
producao em escala industrial (TUROLLA E NASCIMENTO, 2006).

As plantas medicinais desempenham papel muito importante na medicina moderna. Elas
podem fornecer farmacos extremamente importantes que dificilmente seriam obtidos via
sintese quimica, por serem fontes naturais de compostos que podem ser levemente
modificados, tornando-os mais eficazes ou menos toxicos, além disso, os produtos naturais
podem ser utilizados como protdtipos para obtengdao de farmacos com atividades terapéuticas

semelhantes a dos compostos originais (ROBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1996).
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Cresceu também a preocupacdo das autoridades regulatérias com a normatizagdo dos
medicamentos fitoterapicos, a fim de garantir a eficacia e seguranca do uso destes
medicamentos. Uma vez que, por vezes, o uso tradicional de diversas plantas medicinais
baseado apenas em conhecimentos populares, aliados a crenca de que ndo causaria reagdes
adversas por ser natural fez com que poucas plantas medicinais fossem avaliadas através de
estudos pré-clinicos e clinicos, a fim de comprovar sua eficacia e seguranca (TUROLLA E
NASCIMENTO, 2006).

No entanto, o consumo de plantas de modo indiscriminado representa um risco para a
satde humana, pois em geral ndo ha respeito aos limites de uso dos fitoterapicos. Geralmente
nao ha informagdes sobre efeitos colaterais. Assim, estudos multidisciplinares, associando
fitoquimicos e farmacologos sdo cada vez mais importantes para a definicdo dos potenciais

terapéuticos e toxicos de extratos vegetais (MACIEL et al., 2002).

2.3 GENERO COPAIBA E ESPECIE Copaifera duckei Dwyer

As copaibeiras sdo arvores comuns & América Latina e Africa Ocidental. No Brasil
podemos encontra-las nas regides Sudeste, Centro-Oeste ¢ Amazodnica. Tais plantas chegam a
viver cerca de 400 anos e atingir uma altura entre 25 ¢ 40 metros (Figura 1) (ARAUJO
JUNIOR et al., 2005).

Sua classificagdo botanica a descreve como: pertencente a familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinoideae, género Copaifera. Possui 72 espécies descritas, sendo 16 delas
encontradas exclusivamente no Brasil (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Da arvore da copaiba ¢ extraido um o6leorresina, de cor que varia de amarelo ouro a
marrom dependendo da espécie. Esse oleo resina tem sido utilizado desde a época da chegada
dos portugueses ao Brasil na medicina tradicional popular e para diversas finalidades. Hoje se
encontra como um dos mais importantes produtos naturais amazonicos comercializados,

inclusive para outros paises (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).
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Figura 1 - Arvore de copaiba s.p.
Foto: Inaé Ferreira

O Oleorresina ¢ obtido através da perfuragdo no tronco da copaibeira (Figura 2)
(OLIVEIRA et al., 2005). E uma substancia natural composta de uma parte sélida, resinosa
ndo volatil formada por 4cidos diterpénicos responsavel por 55 a 60 % do 6leo, a parte solida
¢ utilizada como balsamo. Diluida na outra parte temos um oleo essencial composto de
sesquiterpenos e estes podem ser divididos em sesquiterpenos oxigenados (alcodis) e
hidrocarbonetos sesquiterpénicos que possuem maior atividade antiinflamatoéria quando
comparados aos outros grupos presentes (RAMOS, 2006).

O oleo extraido pode variar em relagdo a concentracdo e natureza dos diterpenos e
sesquiterpenos presentes de acordo com variagdes de espécies, fatores biologicos como
insetos e fungos, ou fatores abidticos. Alguns estudos com o uso da C.duckei nao
apresentaram diferenca significativa na composicdo de 6leos extraidos das mesmas arvores
em épocas sazonais diferentes (RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2006).

No que se refere a composi¢do quimica dos 6leorresinas das espécies de Copaifera,
observa-se a predomindncia de sesquiterpenos, como o o-humuleno, ae B-selineno, B-
bisaboleno e B-cariofileno (LANGENHEIM; FEIBERT, 1988; PINTO et al., 2000). O B-

bisaboleno possui propriedades antiinflamatérias e analgésicas e o B-cariofileno ¢ descrito na
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literatura como anti-edémico, antiinflamatdrio, bactericida e insetifugo (VEIGA JR.; PINTO,

2002).

Figura 2 - Método de extragdo do OR de copaiba.
Foto: Jodo Oliveira.

Segundo Oliveira, Lameira e Zoghbi (2006), “a espécie C. duckei produz um o6leo de
aspecto liquido, viscoso, de odor forte e de coloragao vermelho intenso. Esses tipos de dleo
sdo geralmente empregados, na medicina caseira, industria farmacéutica e cosmética.”

A espécie C.duckei ¢ mais comum na regido nordeste do estado do Pard e oeste do
Maranhao (MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 2007). Em pesquisa realizada na
regido do municipio de Moju - PA, as maiores producdes do 6leo da espécie C. duckei
ocorreram nos meses de setembro a novembro, o que coincidiu com o periodo de menor
preciptacdo pluviométrica. Enquanto a menor produgdo deste 6leo ocorreu no periodo de
janeiro a maio, coincidindo com o periodo chuvoso. Sendo que na C. duckei a concentragao
do sesquiterpeno B-bisaboleno foi superior a do B-cariofileno em todos os meses do ano,

ocorreram ainda variagdes nos percentuais das substincias independentes do periodo de

chuvas (OLIVEIRA, LAMEIRA e ZOGHBI, 2006).
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O oleorresina extraido da copaibeira recebe indicagdo da medicina tradicional, para
inumeras finalidades, das mais diferentes naturezas, € tem sido ha varios anos matéria de
estudos, visando comprova-los ou adapta-los a novas terapias. As principais propriedades
terapéuticas citadas sdo a atividade antiinflamatoria, que tem como principais componentes
responsaveis os hidrocarbonetos sesquiterpénicos; acdo cicatrizante; potencial anti-séptico;
antitumoral; antibacteriano; germicida; expectorante e analgésico (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2002; GURGEL, 2004; OLIVEIRA et al., 2005; PACHECO et al., 2006).

Leandro et. al. (2012) relatam que a C. duckei possui cinco efeitos comumente testados,
o antimicrobiano, antimutagénico, embriotoxico, anti-inflamatorio e analgésico, além de anti-
edematogénico, toxico e fetotoxico. Este descreveu ainda a composicdo quimica do
Oleorresina de copaiba, onde para espécies de C. duckei foram encontrados 35 sesquiterpenos
dos 38 identificados no género. Quanto aos diterpenos estes foram enumerados em cinco com
trés derivados.

Na ultima década podemos citar poucos trabalhos que utilizaram a espécie C. duckei
como instrumento de estudo. Todos esses trabalhos forma realizados de forma experimental,
sendo que em muitos casos através de pesquisas comparativas entre efeitos de espécies
diferentes, principalmente com a espécie C. reticulata. Que pelo que foi observado durante as
buscas, dentre todas as espécies de copaiba foi a mais utilizada em diversos experimentos. Os
efeitos da C. duckei pesquisados nesses periodos foram analisados com base no 6leo da planta
e na analise de seus substratos, ¢ em sua maioria foi o 6leo o instrumento de estudo mais
utilizado. Entre os efeitos pesquisados temos: a acdo antipatégena, a atividade alelopatica, os
efeitos toxicoldgicos, embriotoxicos € mutagénicos, além de pesquisas quanto a producdo
sazonal do 6leo e a descricao da anatomia da planta e do seu perfil quimico (MAISTRO et.
al., 2005; OLIVEIRA, LAMEIRA e ZOGHBI, 2005; CABRAL, FIORINI e CARVALHO,
2006; LAMEIRA et. al., 2006; OLIVEIRA et. al, 2006; ORELLANA E KOBAYASHI, 2006;
LIMA e PIO, 2007, MARTINS-DA-SILVA, PEREIRA e LIMA, 2007; GURGEL, 2009;
LIMA, 2009; MUNIZ, 2009; PIERI, MUSSI e MOREIRA, 2009; SOUSA FILHO et. al.,
2010; BATISTA et. al, 2011; LIMA et. al., 2011; ALMEIDA et. al, 2012; HECK, VIANA E
VICENTINI, 2012; LEANDRO et. al., 2012; MEDEIROS et. al., 2012; DORNELES et. al.,
2013).
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2.4 DERMATOTOXICIDADE

A pele ¢ considerada o maior 6rgao do corpo humano e exerce tanto a funcao de
protecdo como de comunicacdo com o meio externo. Atua na protecdo contra agentes
externos, controle de temperatura, defesa organica, sensorial, estética, absor¢ao e eliminagao
de agentes quimicos, absor¢ao de radiacdo ultravioleta, sintese de vitamina D, excre¢do
glandular, regulacdo hemodinamica e, expressdao dos sentimentos e emogdes (rubor, palidez,
ere¢do de pélos, sudorese) (RIBEIRO, 2010).

Segundo POHLMANN (2008) a pele ¢ constituida por trés camadas distintas (Figura 3):

Epiderme: camada mais externa, formada por queratindcitos que sdo produzidos na
camada mais inferior da epiderme (camada basal) que evoluem em dire¢do a superficie
sofrendo um processo de queratinizacdo dando origem a camada cérnea ou estrato corneo,
composta pela queratina que ¢ uma proteina responsavel pela impermebializagdo da pele. O
estrato corneo ¢ constantemente renovado através de um processo de producdo e eliminagdo
celular. Estdo também nessa camada os melanocitos, células de defesa e células sensoriais e
dela se originam os anexos cutaneos. Devido a organizacgdo estrutural e a hidrofobicidade, o
estrato corneo atua como a principal barreira de penetragcdo de substincias topicamente bem
como reservatorio para formulagdes aplicadas por essa via. Essas agdes sdo importantes para a
escolha de medicamentos que visam agdes apenas topicas.

Derme: Localizada entre a epiderme e a derme. Tem por func¢do proporcionar
resisténcia e elasticidade a pele frente a agressdes e fornecer nutriente a epiderme. E dividida
em duas camadas: derme papilar e reticular. Constituida por tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e linfaticos e terminagdes nervosas. E a principal via para medicamentos que
buscam acao sist€mica, devido a presenca de vasos sanguineos.

Hipoderme: ¢ a parte mais profunda da pele, também chamada de paniculos adiposos ou
tecido celular subcutaneo. E formada por feixes de tecido conjuntivo que envolve células de
gordura. Tem fun¢do de reservatorio de calorias, e protecdo do organismo contra traumas

mecanicos, além de agir como isolante térmico.
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Figura 3 — Representacdo das camadas da pele.
Fonte: Site Anatomia e fisiologia humana (2014).
http://www.afh.bio.br/sentidos/sentidos10.asp

O estrato corneo ¢ o regulador primario de penetragdo de substincias na pele. Um
farmaco pode atravessar o estrato corneo através de duas vias: a via intercelular e a via
transcelular. Outra rota considerada ¢ a paralela, onde a substancia penetra através dos
foliculos pilosos, das glandulas sebaceas e das glandulas sudoriparas (Figura 4) (KARAN,
2009).

Via Via
intercelular transcelula

Membrana Cito;:lallsma M CRIos
Plasmatica celuiar graxos Regido aquosa

Espago
intercelular

Lipiéeos Regiao Colesterol/sulfato Lipl’doos Queratina Lipideos

-l aquosa de colesterol

Figura 4 — Esquema representativo das vias de penetragdo do farmaco através do estrato corneo (via

transcelular e via intercelular)
Fonte: MARTINS; VEIGA (2002)
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As reacdes de hipersensibilidade ou alergia sdo mecanismos de reagdo da pele em que
reconhece as substancias potencialmente lesivas. Gell e Coombs apud Parham (2001)
propuseram uma classificagdo dividindo em quatro as reagdes imunologicas:

Reacdo tipo I (Reaginico anafilatica): Resulta da ligagdo do antigeno a IgE especifica
para o antigeno, através de sua fracdo Fc e fixa-se as células através de receptores de alta
afinidade, como os mastocitos nos tecidos e basofilos no sangue.

Reacdo tipo II ou citotoxica: Mediada por anticorpos do tipo IgM e IgG e reagem a
antigenos ligados a superficie celular (firmacos) ou a componentes naturais do proprio
organismo.

Reacdo tipo Il (mediada por imunocomplexos): Nesta reacdo os antigenos livres ao
interagirem com anticorpos circulantes (IgG), formam imunocomplexos que se precipitam na
luz dos vasos e espagos tissulares.

Reagdo do tipo IV (imunidade mediada por células): é a reagdo dependente das células
T, ndo havendo participacao de anticorpos.

Segundo a ANVISA (2003), dentro das manifestacdes clinicas da dermatotoxicidade
temos:

Dermatite de contato: definida como uma inflamagao cutanea resultante da interagao de
um agente externo e a pele.

Irritagdo deérmica: Definida como a produgdo de danos reversiveis na pele apos a
aplicacdao de uma substancia teste por até quatro horas.

Irritagdo cutanea apos exposigdo repetida: substancias que podem causar ressecamento
da pele, descamacao ou fissuracdes cutaneas apos exposi¢ao repetida, mas que nao pode ser
considerada um irritante da pele e enquadra-se nessa categoria.

Corrosdo deérmica: Definida como a produg¢do de danos irreversiveis a pele apds
aplicacdo de uma substancia teste por até quatro horas. Sendo elas ulceras, hemorragias ou
escaras sanguinolentas que apds 14 dias evoluem com areas de descoloracdo, alopercia ou
cicatrizes.

Os testes utilizados para estudo da toxicidade de produtos utilizados sobre a pele
envolvem testes de irritacdo da pele, corrosdo e alergia. Sendo que dentre eles podemos citar
os ensaios toxicoldgicos especificos in vitro e in vivo e animais ou humanos, os métodos de

Draize para ensaios de toxicidade dérmica e ocular, entre outros, tais como: teste de
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comedogenicidade, teste de irritagdo dérmica primdria e cumulativa, fotoalergenicidade,

fototoxicidade, HET-CAM e teste de corrossividade (ANVISA, 2010).

2.5 LESOES MUSCULARES DE ORIGEM TRAUMATICA

O sistema musculo-esquelético € responsavel pela sustentagdo e movimentagdo do
corpo devido a sua capacidade de contragdo e geragao da forga necessaria, que aplicada sobre
0ssos e articulagdes, leva a producao dos movimentos corporais para realizagdo das atividades
da vida diaria. Do ponto de vista estrutural, o musculo esquelético ¢ formado por células
cilindricas alongadas com estrias transversais e nucleos situados na periferia da fibra, em
contato com o sarcolema. Cada fibra muscular ¢ revestida por uma camada de tecido
conjuntivo chamado endomisio. As fibras sdo entdo agrupadas em feixes envolvidos por outra
camada de tecido conjuntivo chamado perimisio ¢ o grupo de feixes de fibras sdo
denominados fasciculos e recobertos por outra camada de tecido conjuntivo denominado

epimisio (Figura 5) (MESQUITA, 2007).

perimisio
TES0 sanguineo

Fibra muscular

tenddo epimisio endomisio fasciculo

Figura 5 — Organizacdo do tecido muscular.
Fonte: MESQUITA (2007)
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A lesdo no tecido muscular leva a alteragdes da funcionalidade do sistema e ocorre
devido a mecanismos diversos, dentre eles forcas diretas, como laceragdes e contusdes no
musculo, e forgas indiretas relacionadas a tensdo exercida sobre o musculo. Porém, o processo
de reparo ¢ geralmente similar. A lesdo musculo-esquelética tem uma regeneracdo rapida
formando miotubos em cerca de trés dias, as fibras musculares sdo reinervadas em 4 a 5 dias e
o reparo total ocorre apds 21 a 28 dias (TOMASONI, 2011; PIOVESAN, 2012).

Danos musculares traumaticos podem resultar em profundas alteragdes histopatologicas
e perda transitoria da funcdo muscular que pode vir a ser definitiva apos duas semanas ou
mais, dependendo da amplitude da lesao (RIBEIRO, 2009).

O processo de regeneracao apds a lesdo pode ser dividido em trés fases: 1) Fase
inflamatéria aguda ou de destruicdo (0-7 dias): consiste de tecido edemaciado, formagao de
hematoma, exsudato de fibrina e infiltrado de células inflamatoérias; 2) Fase proliferativa (7-21
dias): ocorre a fagocitose do tecido necrosado, coagulacdo de fibrina, proliferagdo de
fibroblastos e miofibroblastos, além de crescimento sinovial e capilar; 3) Fase de maturagao e
remodelamento (21 dias ou mais): consiste de maturagcdo das miofibras, o volume de capilares
diminui gradualmente, as fibras de coldgeno tipo I comecam a se organizar e finalmente
ocorre a restauracdo da capacidade funcional do musculo reparado (JARVINEN et al., 2000;
KANNUS et al., 2003).

No processo lesdo/cicatrizacdo, o papel da inflamagdo ¢ marcante, pois ¢ um evento
celular inicial, caracterizada pela migra¢do de células polimorfonucleares, pela formacao de
coagulo e atividade de substancias biologicamente ativas como prostaglandinas, serotoninas e
fator de crescimento derivado das plaquetas (ALVES, 2012).

No periodo de liberagao de histamina ocorre o aumento da permeabilidade dos capilares
0 que ocasiona edema na regido lesada. Os neutréfilos tém a fungdo de eliminar as particulas
estranhas do local lesado, os macrdéfagos fagocitam os fragmentos do tecido lesionado e
induzem a ativagdo das células precursoras das células musculares na reparacao, chamadas de
células satélites, através da inducdo e regulacdo dos fatores de crescimento (MARQUES,
2012).

Apds uma lesdo, ocorre um rapido influxo de célcio na fibra muscular que promove
uma hipercontracdo imediata acompanhada pelo acimulo de uma massa densa e irregular de
miofilamentos e pelo desenvolvimento de necrose. Essa necrose do tecido lesado ¢ o estimulo

para o inicio do processo regenerativo. Os macrofagos tém como funcdo a producdo e
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regulacdo de fatores de crescimento, como fator de crescimento insulinico (IGF), hepatécito
(HGF), fibroblastico (b-FGF) e de transformagao (TGF). Estes fatores de crescimento sao
pequenos peptideos que regulam a populagao de células satélites, proliferagdo, diferenciacao e
motilidade delas e sdo responsaveis por moverem as células do estado quiescente para a fase
ativa, levando a reparagdo do tecido muscular lesionado (FERRARI et al, 2005;
NOGUEIRA, 2006; TAVARES et al., 2008).

A lamina basal também ¢ importante no sucesso da regeneracdo muscular, para a
formagdo e orientagdo espacial dos novos miotubos e desenvolvimento minimo de fibrose.
Apesar disso, sabe-se que ocorre o processo de regeneracdo mesmo em situagdes em que a
lamina basal esta gravemente rompida. Sendo que o tempo de regeneragao ¢ diferenciado,
quando ela se mantém intacta, a regeneragao completa pode ocorrer em 7 dias, e quando a

destrui¢do ¢ extensa, o processo pode alcancar até 21 dias (FERRARI et al., 2005).

2.6 O ULTRASSOM (US) NO TRATAMENTO DE LESOES MUSCULARES

O som consiste em vibragdes mecanicas num meio elastico. Quando a frequéncia esta
acima de 20.000Hz essas vibragdes classificam-se como ultrassonicas. No campo da
Fisioterapia denomina-se ultrassom (US) as oscilagdes (ondas) cinéticas ou mecanicas
produzidas por um transdutor vibratério que se aplica sobre a pele com fins terapéuticos,
atravessando e penetrando no organismo em diferentes profundidades (Figura 6). Exerce
sobre o organismo efeitos mecanicos e térmicos (CHAN et al., 2010; ENGELMANN, 2010).

Necessita ainda da utilizagdo de um meio de acoplamento a fim de reduzir a dispersao
do feixe sonico, sendo que o meio amplamente utilizado e comercializado ¢ o gel (Polimero
Carboxivinilico, Imidazolidil uréia, Metil parabeno, 2 amino, 2 metil, 1 propanol e Agua

deionizada) (RMC - INDUSTRIA BRASILEIRA DE PRODUTOS MEDICOS, 2013).

Figura 6 — Aparelho gerador de ondas
ultrassonicas (Ultrassom terapéutico) e gel
acoplador.

Fonte: Site Akwavita (2014)
http://www.akwavita.com.br
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A substancia a servir como meio de acoplamento t€ém que ser boa condutora de ondas
ultrassonicas e, facilitar o deslizamento do transdutor, ndo pode coagular, ressecar ou formar
bolhas; ndo pode ser irritante a pele e deve possuir baixo custo (AGNE, 2009; KOEKE,
2005).

Os efeitos mecanicos e térmicos do ultrassom produzem como efeitos biologicos a
vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo; o aumento da permeabilidade celular e a micro-
massagem; o incremento do metabolismo local, com estimulagdo das fungdes celulares e da
capacidade de regeneracdo celular; incremento da flexibilidade dos tecidos ricos em colageno,
com diminui¢do da rigidez articular e da contratura, e efeito analgésico e espasmolitico
(KOEKE, 2009).

No modo pulsado predomina os efeitos nao-térmicos, isso devido a sua capacidade de
reduzir a média temporal de intensidade das ondas. Ao mesmo tempo, assegura que a energia
disponivel seja alta em cada pulso sem provocar a ocorréncia dos efeitos térmicos, com o
aquecimento (LOW; REED, 2003).

Os parametros dos aparelhos de ultrassom sd3o o modo continuo ou pulsado, a
frequéncia de 1 ou 3 MHz, a 4rea do cabegote e a intensidade de aplicagio em W/cm?. O US
terapéutico pode ser aplicado através do método de contato direto sobre a pele da éarea a ser
tratada. Este pode ser ainda subdividido em método subaquatico e de acoplamento misto (com
baldo de latex), método paravertebral reflexo e o método de fonoforese (CAMARGO, 2006).

O método de fonoforese ¢ também conhecido como sonoforese ou ultrafonorese. Este
consiste em uma forma ou sistema especial de acoplamento direto que realiza o transporte
transdérmico através do ultrassom para facilitar a penetracdo dos medicamentos aplicados
topicamente. O US aumenta a penetracao transcutanea por pressao somatica, podendo chegar
a atingir entre 4-5cm de profundidade (Figura 7) (ORELLANA e KOBAYASHI, 2006).

Os medicamentos recomendados sdo aqueles na forma de gel, e os mais utilizados sdo
os anestésicos como a lidocaina, substancias como o mentol para o alivio da dor e
antiinflamatorios ndo esterdides como os salicilatos ou esterdides, como a hidrocortisona e
dexametasona (AGNE, 2009; MEIDAN, 1998).

Algumas questdes quanto ao processo de regeneracdo do musculo esquelético
permanecem obscuras, como os efeitos de varios tratamentos comumente utilizados para
estimular o processo de regeneragao muscular. Neste sentido, um dos tratamentos amplamente

utilizado € o uso de ultrassom pulsado. Como recurso terap€utico na redugdo dos sintomas da
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inflamacdo, como dor e edema, e também com o objetivo de aumentar a velocidade de

cicatrizacdo (CERUTTI, 2009; POLAT, 2011).
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Imagem 7 — Representacdo da utilizagdo do ultrassom através da técnica de fonoforese.
Fonte: Site Negocio Estética (2014)
http://www.negocioestetica.com.br/tag/sonoforese

O US também possui efeitos atérmicos como o aumento da sintese protéica, aumento da
permeabilidade celular, aumento do fluxo de ions de célcio e metabolitos através da
membrana celular afetando de forma positiva a reparagao tecidual. Que sdo essencialmente
produzidos por elementos fisicos como a cavitagdo, ondas estacionarias, correntes acusticas e
micromassagem (OLSSON, 2005; SILVEIRA, 2010).

A agdo terapéutica das ondas ultrassonicas reside na acdo sobre biomarcadores de
regeneragao muscular, principalmente de lesdes por contusdes, uma vez que este produz
mudangas na permeabilidade da membrana e estimula o transporte de substincias de
mensageiros secundarios, como o célcio através da membrana celular. Devido a essas
caracteristicas ¢ que a sua utilizagdo pode ser associada com farmacos como os antioxidantes
e os antiinflamatorios através do método da fonoforese, com o objetivo de potencializar os

efeitos cicatrizantes dessas duas terapias (RIBEIRO, 2009; SOUZA, 2013).
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Fellingner e Schmid (1954) descreveram o primeiro estudo sobre a associagdo de
ultrassom com o uso de hidrocortisona para o tratamento de poliartrite para os dedos da mao.
Desde entdo varias pesquisas tém sido realizadas para se esclarecer quais seriam os
mecanismos de a¢do da fonoforese (MUNIZ, 2009). Dentre essas pesquisas podemos destacar
algumas poucas realizadas com o objetivo de elucidar a acdo da fonoforese com utiliza¢do de
farmacos de origem natural, como a copaiba e a andiroba, por exemplo (ORELLANA e
KOBAYASH]I, 2006).

A fonoforese apresenta algumas vantagens terapéuticas relacionadas a sua forma de uso,
pois sendo topica penetra nos tecidos, sem passar pelo figado, diminuindo a eliminagio
metabolica das substancias, sendo menos agressivo ao trato gastrintestinal € menos traumatico
ao paciente, promovendo a diminui¢do dos efeitos colaterais sist€émicos, pois as concentragdes
dos farmacos podem ser menores que as utilizadas nos outros métodos e possui acdo local
sobre o trauma. No entanto, deve ser observada a permeabilidade e a transmissibilidade de
cada farmaco antes da aplicagdo (BRASILEIRO, ALVES, ESCOSSIA, 2003; POLACOW et
al.,2004; VICTOR, 2012).
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3 OBJETIVOS

GERAL:

Avaliar a agdo terapéutica do gel fitoterapico do OR de C.duckei administrado de forma
topica e associado ao método de fonoforese sobre a fase inflamatoria do processo de

reparagao muscular.

ESPECIFICOS:

- Avaliar a toxicidade dérmica do gel fitoterapico de copaiba da espécie C.duckei
administrado como tratamento topico e por fonoforese;

- Analisar a transmissibilidade das ondas ultrassonicas através do gel de C.duckei a
10%;

- Avaliar o efeito do gel de C.duckei a 10% sobre o estrato corneo da pele apds sua
administragdo por fonoforese;

- Analisar os efeitos terapéuticos do gel fitoterdpico de copaiba da espécie C.duckei
utilizado como tratamento topico e por fonoforese na fase inflamatoria do processo de

reparagao de uma lesdo muscular de origem traumatica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRINCIPIOS ETICOS DA PESQUISA

Esta pesquisa seguiu as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e legislacao nacional para vivissec¢dao animal em vigor (Lei federal 6.638 de 08 de
maio de 1979), que define normas para a realizagdo de pesquisas com animais de laboratorio,
e da lei n. 9605/98 que versa sobre crimes ambientais.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal do Oeste do Para segundo o parecer N° 09007-2013 (ANEXO A). Foi
cadastrado e aprovado no SISBIO/ICMBio com obtencdo da autorizagdo sob N° 44266-2
(ANEXO B).

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas de polipropileno com medidas de
41cmx34cmx16cm, forradas com maravalha, acomodando cinco animais em cada um destes
microambientes. Estes foram observados durante um periodo minimo de quinze dias antes do
inicio do estudo propriamente dito a fim de promover a melhor adaptacdo ao ambiente do
laboratorio, seguindo as diretrizes do COBEA (2006) que define este como periodo minimo
de pré-observacao dos animais antes de qualquer estudo cientifico.

O laboratério de experimentagdo teve acesso restrito aos autores desta pesquisa e
demais membros do laboratdrio, apresentando condi¢gdes ambientais controladas (12 horas de
ciclo claro/escuro; ambiente higienizado; temperatura de 22 + 2°C e ventilacdo adequada),

além da oferta de alimento e agua ad libitum aos animais durante todo o periodo.

4.2 TIPO DE ESTUDO

Este trabalho foi realizado através de uma pesquisa experimental, por meio de uma
abordagem qualitativa e quantitativa, observando-se o comportamento de uma amostra
especifica, durante um intervalo de tempo definido.

Este estudo pode ainda ser considerado como uma pesquisa analitica, do tipo
comparativo, prospectivo, coorte, intervencional, transversal, por meio de um ensaio clinico

randomizado, duplo cego, com a utilizagdo de grupo controle.
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4.3 LOCAL E PERIODO

O desenvolvimento da pesquisa ocorreu nos laboratorios de Morfofisiologia Animal,
Farmacologia, Sanidade Animal e Biotecnologia vegetal da Universidade Federal do Oeste do
Para (UFOPA) em Santarém. E em laboratorios parceiros, Celso Matos em Santarém-PA e
Costa Amaral em Belém-PA. E na farmécia de manipulagdo Bioativa em Santarém-PA. A

pesquisa e a coleta dos dados ocorreram no periodo entre maio de 2013 e maio de 2015.

4.4 AMOSTRA

Para esta pesquisas foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus albinus e
linhagem Wistar, machos e fémeas de acordo os protocolos de pesquisa utilizados. Em
nimero de 40 (quarenta), machos adultos, sadios, com idade superior a 90 (noventa) dias e
peso entre 300 (trezentos) e 350 (trezentos e cinqlienta) gramas. E em numero de (sessenta)
fémeas, com idade superior a 60 dias e peso entre 200 (duzentos) e 300 (trezentos) gramas.
Todos provenientes do biotério da UFOPA, Campus Tapajos.

Os animais foram divididos em grupos compostos por cinco animais cada (n=5),

distribuidos de forma aleatoria.

4.5 MATERIAL BOTANICO UTILIZADO E FORMULACAO EM GEL 10%

Nessa pesquisa foi testada a formulagao em gel do OR da espécie C.duckei, para tanto o
OR da espécie selecionada e utilizada na pesquisa foi proveniente da Floresta Nacional do
Tapajos (FLONA), Km 83, coletado no periodo chuvoso, de arvores ja identificadas e
georreferenciadas. Sendo que suas exsicatas estdo depositadas no Herbario da Embrapa
Amazonia Oriental, sob registro C. duckei — NID 69/2011.

A caracterizacdo quimica do OR C.duckei foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) em parceria com o Centro pluridisciplinar de
pesquisas quimicas, biologicas e agricolas da Universidade de Santa Maria. Conforme
protocolo descrito no anexo C.

Para o ensaio biologico o OR foi manipulado com gel hidroalcoolico, para uma

formulacdo em gel na concentragdo de C.duckei a 10%, de acordo com protocolo
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recomendado pela Farmacopéia Brasileira (2011) (Figura 8) e manipulado por farmécia de
manipulagdo credenciada de acordo com o protocolo gel base de carbopol (Anexo D) e

conforme parecer técnico apresentado (Anexo E).

Componenies Ounantidade

Fase A

EDTA dissédico 0.1g
glicerina 5g
solugio conservante de parabenos 33g
alcool etilico a 70% q.s.p. 100 g
Fase B

carbomero 980 (polimero carboxivinilico) 1E
Fase C

trietanolamina em solugdo aquosa a 50% 06g

Figura 8 - Componentes da base farmacéutica em gel hidroaucoolico determinada pela Farmacopéia Brasileira,
1* edigdo (2011).
Fonte: Formulario de fitoterapicos da farmacopéia brasileira (2011).

A escolha da manipulag¢do do gel de OR copaiba na concentragdo a 10% baseou-se nas
recomendacdes da Farmacopéia Brasileira (2011) para outros OR de copaiba na formulacao
em pomada (Figura 9A) e para outras formulagdes em gel (Figura 9B). E por ser a formulagao

em gel a mais indicada para a utilizagdo na técnica de fonoforese.

A POMADA DE Copaifera langsdorffii Desf.,, POMADA DE C. mulrjuga (Hayne) Kuntze, PO-

MADA DE C. reticulata Ducke E POMADA DE C. paupera (Herzog) Dwyer.

SINONIMIA

C. nitida Mart. ex Hayne, C. sellowii Hayne (C. langsdor{fii). C. langsdor{fii var. peruviana, C. reticulata var. peruviana
(C. paupera).

NOMENCLATURA POPULAR

Copaiba.
FORMULA
Componenfes Cuantidade
oleo-resina de copaiba 10g
pomada de lanolina e vaselina 100 g

Figura 9A - Recomendacdo da Farmacopéia Farmacopéia Brasileira (2011) para pomadas contendo OR de
diferentes copaibas.
Fonte: Formulario de fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira (2011).
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GEL DE Adrnica monrana L.

SINONIMIA .

Nio consta.

NOMENCLATURA POPULAR

Amica.
FORMULA
Componenies Ounanitidade
extrato glicélico de arnica 10 mL
gel base q.s.p. 100 g

Figura 9B - Recomendagdo da Farmacopéia Farmacopéia Brasileira (2011) para formulagdo em gel de arnica.
Fonte: Formulario de fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira (2011)

4.6 DETERMINACAO DO pH E DA TOXICIDADE DERMICA AGUDA DO GEL DE
C.duckei 10%

O pH do gel manipulado de OR C.duckei 10% foi analisado com o objetivo de
esclarecer se existia algum potencial de irritagdo para a pele. Isso foi realizado através de um
pH-metro digital e por fitas de pH e os resultados comparados com o pH do gel carbopol
comercial e com o pH da 4gua destilada.

Para tanto foi utilizado um pH-metro digital da marca MS TECNOPON
Instrumentagdo (Figura 10). Inicialmente o aparelho foi calibrado com solugdes padronizadas
em 4,00 e 7,00, com solucdo tampao 4acidos citrico/hidrogénio e fosfato de sodio. Foi
necessaria a utilizagcdo de gel de C.duckei 10% em quantidade suficiente para que o bulbo do
eletrodo do pH-metro fosse completamente recoberto por ele. Apds a medicao de cada gel o
eletrodo foi lavado com 4gua destilada, limpo com acido acético a 4%, e novamente lavado
com agua destilada, logo apds seco com papel absorvente e a calibragdo conferida
aguardando-se 3 minutos entre ¢ para cada leitura, em temperatura ambiente de 25°C. Sendo
que foram realizadas trés medigdes sequenciais por amostra, tomando-se a média dos valores

obtidos como resultado.



38

Figura 10 — pHmetro digital.
Foto: Daliane Marinho

Com o objetivo de analisar o potencial de irritagdo para a pele do gel de OR de
C.duckei e do proprio OR de C.duckei foi realizada além da analise do pH também os testes
de toxicidade dérmica aguda e cumulativa, conforme protocolos especificos que serdo
descritos posteriormente. A fim de analisar a seguranca da formulacdo a 10% para sua

aplicacdo topica sob a pele e sobre os parametros hematoldgicos.

4.7 ANALISE DA TOXICIDADE DERMICA AGUDA

Para determinagao da toxicidade dérmica ap6s uma exposicao tnica, foram testados os
géis de OR de C.duckei nas concentragdes teste a 10%, utilizada no teste de aplicabilidade
terapéutica e também nas concentragdes de 25%, 50% e 75% de OR de C.duckei a fim de
testar o potencial corrosivo dessas concentracdes de OR em sua formulagdo em gel para a
pele. Para isso foram utilizadas as recomendacdes da Organisation for Economic Cooperation
and Development (OECD/OCDE) através de seu protocolo OCDE 404, que visa analisar a

irritacdo e corrosdo da pele apds a aplicag@o unica de uma substancia.
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Conforme prevé o protocolo OCDE 404 foi realizado um ensaio clinico prévio para
determinagdo do potencial corrosivo da substancia a 100% de sua concentragdo, ou seja, o OR
puro de C.duckei, com apenas um animal e apods isso foram iniciados os testes com a
administracdo das doses teste em suas concentracdes preconizadas em 25%, 50% e 75% da
copaiba conforme os grupos de experimento.

Para o teste foi realizada uma Uunica aplicacdo topica de um gel de C.duckei nas
concentragdes de 25%, 50% e 75% sobre o dorso do animal em uma 4rea de 6cm?. Tal area
foi epilada 24h antes da aplicacdo e apds a observacdo de sua integridade foi aplicada a
substancia teste determinada para o grupo. Apds a aplicag@o o local foi recoberto por gaze e
fita ndo irritativa. Apos 4h a area foi limpa, toda substancia foi retirada e seguiu-se a primeira
avaliacdo do aspecto da pele. Uma segunda avaliagdo ocorreu 24h apds a primeira
administracao.

As avaliagdes ocorreram de forma cega através de duas inspegdes visuais, onde dois
examinadores de forma independente determinaram seus scores de classificacdo. Estes
valores foram utilizados para determinagao do score final da substancia com base na média
dos valores obtidos.

Para este experimento foram utilizados 16 ratos wistar, f€émeas, com idade superior a
90 dias, peso variando entre 200 e 250g, divididos em trés grupos com (n=5) e um apenas foi
utilizado no teste de potencial corrosivo com o OR puro ou “in natura” (100%).

Como dito anteriormente, a avaliagdo dos resultados ocorreu de forma qualitativa por
dois observadores de forma cega, de acordo com a as duas classificagdes pré-determinadas
pelo protocolo “Formagdo de eritema e escaras” e “Formagdo de edema” (Figura 11 A, B).
Ao final a média dos scores obtidos foi considerada e obteve-se a classificacao da substancia
em: ndo-irritante, irritante moderado, irritante grave e corrosivo. Segundo quadros

apresentados nas imagens abaixo (Figura 11 C).



A Formagao de eritema e escaras

Lesdo Valor
Sem eritema 0
Eritema leve (apenas perceptivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a grave 3
Eritema grave (vermelho violeta) com escaras 4
B Formagao de edema
Lesdo Valor
Sem edema 0
Edema leve (apenas perceptivel) 1
Edema bem definido (bordas menores que 1T mm) 2
Edema moderado (bordas de 1 mm) 3
Edema grave (bordas com mais de 1T mm
e ndo restrito as regices de aplicagao) 4

C
0,0 - 1,0 = nao irritante
1,1 = 2,0 = irritante moderado

2,1-3,0 = irritante grave
3.1 -4,0 = corrosivo

40

Figura 11 - Quadros de classificacdo do Protocolo OECD/OCDE 404. A) Formacao de eritema e escaras; B)
Formacdo de edema. C) Score geral de classificagdo da substincia com base nas médias das

avaliagoes dos examinadores.
Fonte: Federal Hazardous Substances Act of the USA (2014).
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4.8 ANALISE DA TOXICIDADE DERMICA APOS DOSES CUMULATIVAS

Também para determinagdo da toxicidade dérmica e do potencial irritativo dos géis de
OR de C.duckei foi realizado os testes de toxicidade dérmica em doses cumulativas. Pra tal
foram utilizadas as mesmas substincias testadas no teste OCDE 404. No entanto, para esta
analise seguiu-se as recomendacdes adaptadas do protocolo OECD 410.

O protocolo OCDE 410 visa analisar o grau de toxicidade sobre os sistemas organicos
de uma substancia apds exposicdes repetidas durante 21 ou 28 dias de exposi¢dao. No entanto,
para esta pesquisa também foi utilizada a escala de avaliagdo do grau de irritagdo/corrosdao
dérmica apos exposicdo aguda, preconizado pelo protocolo OCDE 404, a fim de avaliar tal
potencial sobre a pele durante os 21 dias de exposi¢do as substancias testadas, bem como apos
exposigoes repetidas ao OR puro.

Para este experimento foram utilizados 23 ratos wistar, f€émeas, com idade superior a
90 dias, com peso variando entre 200 e 250g, divididas em quatro grupos com (n=5). Os
grupos teste foram: grupo 75%, 50%, 25% e controle. E trés animais foram utilizados
previamente para o teste com OR puro em aplicacdes repetidas.

Como no teste anterior, as substincias teste deste foram: os géis de C.duckei nas
concentragdes de 25%, 50% e 75% do gel de OR. Estas foram aplicadas sobre a pele epilada
do dorso do animal em uma érea correspondente a 10% do tamanho corporal. Tal epilagdo
ocorreu como no teste anterior 24h antes da aplicacdo em duas areas no dorso dos animais,
sendo uma 4rea utilizada campo controle e a outra como campo para o teste.

Sobre o local epilado designado para o teste foi aplicado diariamente o gel teste de
acordo com a divisao de grupos. Sendo que um grupo nao recebeu nenhuma substancia. Este
foi utilizado como grupo controle.

Apo6s a aplicagdo a area foi recoberta por gaze e fita ndo irritativa. E assim este
permaneceu por 6h diariamente durante 7 dias por semana, apds as 6h de exposicao a area foi
lavada com agua corrente e sabdo neutro e toda substancia foi retirada. Seguiram-se
aplicacdes diarias, com intervalos de 24 horas entre cada uma delas, sendo sempre recoberta a
area e removida a substancia ap6s 6h de exposicao.

Apo6s os 21 dias de exposicao determinados ocorreu a coleta de sangue dos animais
sob estado de sedacdo e em seguida a sua eutandsia e autopsia para observacdo dos orgaos

internos e coletas para avaliacao da massa relativa de 6érgaos como rins e figado.
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Os dados obtidos foram analisados através de parametros qualitativos, como a
classificacdo quanto ao grau de irritagao/corrosao sobre a pele, como ja descrito anteriormente
no protocolo OCDE 404, ¢ através de parametros quantitativos pela avaliagdo da massa
relativa dos orgdos rins e figado e de pardmetros sanguineos para analise hematologica.
Conforme descri¢ao abaixo:

Analise Hematologica: foram analisados parametros hematologicos como contagem
total de hemacias, hematocrito, hemoglobina, total de leucocitos e absoluta de linfocitos,
mondcitos e granuldcitos, além da contagem total de plaquetas. Essa andlise ocorreu através
do analisador hematologico Mindray BC-2800 Vet.

Os resultados obtidos foram analisados levando-se em consideracdo os parametros
hematoldgicos conhecidos para ratos € em comparagdo com o grupo controle. E seus

resultados foram expressos através de valores numéricos.

4.9 APARELHO DE US E PARAMETROS UTILIZADOS

O OR de C.duckei manipulado foi utilizado em um teste terapéutico quanto a eficacia
do mesmo na recuperacdo de uma lesdo muscular induzida. E para a pesquisa foi testado
através da sua aplicagdo de forma topica e através da técnica de fonoforese, que consiste na
utilizagdo desse gel como meio de acoplamento para o aparelho de ultrassom (US)
terapéutico.

Para o teste de aplicacdo terapéutica foi realizada a lesdo muscular induzida e 24 horas
apos da ocorréncia da lesdo os animais iniciaram as sessoes didrias de terapia para cada grupo
teste, determinadas de forma aleatdria para cada grupo.

O aparelho gerador de ondas ultra-sonicas utilizado foi o Sonopulse Special fabricado
pela Ibramed, um aparelho de ultrassom de 1 e 3MHz, com ERA de 3,5cm? e 1 cm? (Figura

12).
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Figura 12 - Aparelho de US utilizado.
Fonte: Site Shopfisio, 2014

Os parametros fisicos do ultrassom utilizados no teste terapé€utico, tanto na aplicagdo
convencional como no método de fonoforese foram: frequéncia de 1 MHz, com area de
irradiacdo efetiva (ERA) reduzida de 1 cm?; modo de corrente pulsado (frequéncia do pulso =
100Hz — 20%); intensidade média de 0,6 W/cm?; tempo de aplicacio de 1 mim/cm?, através
de contato direto, em movimento circular horario do cabecote em toda a extensao da regiao do
dorso e membro posterior direito. Tais parametros foram selecionados com base na pesquisa
de Camargo (2006) e Koeke (2005).

O gel de ultrassom que foi utilizado no grupo de teste apenas com o US convencional
ap6s a lesdo induzida ¢ uma substincia coldide, incolor e composta de Polimero
Carboxivinilico, Imidazolidil uréia, Metil parabeno, 2 amino, 2 metil, 1 propanol e agua

deionizada. Com pH = 6,5 a 7,0 (Neutro).

4.10 AVALIACAO DA TRANSMISSIBILIDADE DAS ONDAS ULTRASSONICAS

Com o objetivo de avaliar o potencial de transmissibilidade do gel e sua viabilidade

técnica na utilizagdo terapéutica foi realiza a avaliacdo da transmissibilidade desse gel de OR
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de C.duckei a 10% com a utilizacdo do mesmo aparelho de US, o Sonopulse Special Tbramed,
operando na faixa de 1 MHz, com 4rea de aplicagio ERA de 3,5 cm? e lecm?, calibrado
através de uma balancga ultra-sonica da marca Ohmic. Em sistema de anélise que contou ainda
com uma balan¢a semi-analitica da marca Gehaka, dgua destilada, gel hidroalcoolico e gel de
C.duckei a 10%.

Os dados obtidos na afericdo para o gel de C.duckei a 10% foram analisados e
comparados com os valores obtidos pelo teste para analise da transmissibilidade com agua
destilada. Para tanto estes foram analisados de forma qualitativa e quantitativa.

Para a andlise qualitativa do gel foi utilizado o modelo proposto por Cameron e
Monroe (1992). Nesse modelo foi fixado em volta do cabegote ultrassonico um adaptador de
acrilico. Em seguida foi colocada uma camada de cinco milimetros de espessura do gel a ser
analisado sobre a superficie do cabecote, sendo que esta foi aferida por meio de uma régua
milimetrada. Ap6s esse procedimento foi colocada uma camada de agua até esta atingir uma

espessura também de cinco milimetros recobrindo toda a area do gel (Figura 13 A-B).

Figura 13 - Avaliagdo qualitativa da transmissibilidade das
ondas ultrassonicas. A) Com agua destilada. B) Com gel de
C.duckei a 10%.

Foto: Daliane Marinho

O US foi programado na frequéncia de 1 MHz com darea de irradiacdo efetiva com

ERA de 3,5cm? e modos de corrente pulsados e continuo. Sendo que no modo pulsado foi
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testado com frequéncia do pulso = 100Hz — 20% e 50%:; intensidade média variando de 0,2 a
1,0 W/em? (0,2/0,4/0,6/0,8/1,0) e tempo de aplicagdo de 1 mim/cm?.

Na analise qualitativa os géis poderiam ser classificados como:

1. "Condutibilidade negativa": utilizado para os géis que ndo produziram
movimentagdo na superficie da dgua no sistema de teste. E excluidos da analise quantitativa
do experimento.

2. "Condutibilidade positiva": utilizado para os géis que produziram movimenta¢ao na
superficie da 4gua no sistema de teste e submetidos a analise quantitativa.

A analise quantitativa da condugdo ultrassonica dos medicamentos foi realizada com o
controle ambiental da temperatura (variando de 22 a 26°C) e da umidade relativa do ar (entre
65% e 75%) durante todo o experimento.

Sobre uma balanga analitica foi posicionado um recipiente de plastico e neste foi
inserido um cone de metal e em seguida colocado agua destilada de modo a recobrir todo o
cone. No cabecote do US foi colocado o mesmo adaptador de plastico de cinco milimetros,
utilizado na avaliacdo qualitativa, sobre o qual foi depositado separadamente os géis de
carbopol e C.duckei 10%. Posteriormente, o cabecote foi envolto por um filme de PVC
transparente recobrindo toda sua superficie. A fim de evitar vazamento do medicamento
quando o cabegote com a adaptagao foi imergido no recipiente com agua destilada. Sendo que
cuidados foram tomados para evitar a formacao de bolhas de ar. O cabecote do US foi entdo
posicionado de forma a ficar imerso na 4gua sem tocar a extremidade do cone. Em seguida, o
equipamento foi ligado na modalidade teste de US (Figura 14).

Para analise dos resultados foi considerado que quanto maior o valor registrado pelo
display da balan¢a maior a energia ultrassonica transmitida pelo cabecgote do equipamento. Os
testes foram iniciados com a quantificacdo da 4agua, tomada como pardmetro para a analise
dos géis, a qual foi mensurada por cinco vezes, a fim de atingir maior indice de
confiabilidade. Descartando-se o maior e o menor valor obtidos.

Cada um dos géis foi submetido a trés procedimentos de teste e o valor registrado na
balanga, em cada uma das poténcias ultrassonicas utilizadas foi coletado para posterior
analise. A média de transmissdo ultra-sonica atingida por cada um dos géis com seus
respectivos desvios padrdo foi classificada em termos porcentuais, tomando-se por referéncia
os valores obtidos pela energia transmitida pelo US através da dgua (ou seja, sem meios de

acoplamento).
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Figura 14 - Esquema do equipamento de avaliagdo quantitativa baseado no modelo proposto por Cameron e
Monroe (1992).
Foto: Daliane Marinho

Os géis foram considerados "bons transmissores" quando com valores iguais ou
superiores a 80% dos encontrados pelo US isolado, usando a 4gua como meio de transmissao;
os que permitiram entre 40% e 79% de passagem da onda foram classificados como de
"transmissdo moderada" e os com indices menores que 40% foram considerados

"transmissores pobres".

4.11 AVALIACAO HISTOLOGICA DA PELE

A analise da pele foi realizada segundo o protocolo da pesquisa de Chorilli et al.
(2004) para avaliagdo comparativa quanto a capacidade de abertura do estrato corneo dos géis
utilizados na terapia com US, a fim de se observar se o gel de copaiba a 10% teria a
capacidade de abertura desse estrato permitindo a passagem dos agentes farmacologicos
presentes no OR de C. duckei utilizado. O que consistiria em uma dos beneficios da técnica de
fonoforese, a aplicagdo de farmacos associados a ondas de US através da pele.

Para analise histologica da pele foram utilizadas 20 ratas fémeas, com idade superior a
90 dias, sadias, nuliparas, com peso variando entre 200 e 250g. Estas foram divididas em

quatro grupos iguais com n=5 de acordo com a terapia recebida. Sendo que estes grupos
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foram denominados: grupo US com gel carbopol; grupo US com gel de copaiba a 10%; grupo
uso topico do gel de copaiba a 10% sem US e grupo controle, apenas epilacdo e sem nenhuma
forma de tratamento administrado.

Os parametros do aparelho de US utilizados foram os mesmos daqueles utilizados no
protocolo de agdo terapéutica que serdo descritos posteriormente. E para a aplicacdo tdpica
foram realizados o espalhamento do gel de C.duckei 10% com o cabegote do aparelho de US
desligado por 1 minutos, de forma circular.

Os grupos experimentais sofreram uma 4rea de epilagio, com certa de 6cm? no dorso
do animal, 24h antes de receberem o tratamento determinado. Os animais dos grupos
receberam uma unica sessao de terapia e em seguida seguiu-se o procedimento de eutanasia
conforme protocolo ja descrito, € a extragao da pele para analise posterior.

A pele extraida foi fixada em Bouin por 24 h, depois lavada com élcool 50% e
conservadas em alcool 70%. Em seguida estas foram processadas histologicamente, cortadas
de forma transversal e coradas com hematoxilina-eosina. Sendo que para as analises
histopatologicas por area de tratamento de cada animal foram obtidos dez cortes transversais
de 6-7 um de espessura, ndo seriados.

Para andlise dos resultados da espessura das camadas da pele foram obtidas cinco
medidas feitas aleatoriamente nos cortes. A espessura da camada cornea foi obtida em
micrometros (um).

A camada cérnea foi mensurada em cinco diferentes areas onde esta apresentar-se bem
aderida a epiderme e foi considerada a distancia entre a por¢do superior da camada granulosa
até a superficie, através de microscopia Optica, com andlise e captura de imagem através do
Software Mdédulo de Imagem Motic live 2.0, com resolugdo 1280x1024. Para a epiderme
foram obtidas medidas em areas planas, sem muitas papilas dérmicas, através da distancia
entre a membrana basal até a borda externa da camada cornea. Assim foi avaliado o tamanho
e a disposicao da camada cornea.

Assim, para a analise da espessura da camada cornea foi considerado como tendo bom
resultado se o gel conseguir modificar a camada cérnea da pele, promovendo seu alargamento
e permitindo assim a penetracdo do OR de C.duckei no tecido muscular através da pele.

Avaliagao dos resultados foi realizada através de dados qualitativos, quanto a abertura

ou nao da camada cornea, e quantitativos, quanto a espessura.
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4.12 TECNICA DE INDUCAO ANESTESICA E EPILACAO

Para a epilagdao do dorso dos animais utilizados nos testes de toxicidade descritos acima
e para o teste de aplicagdo terapéutica foram necessdrias a utilizagdo de condutas anestésicas e
de eutanasia, para o ultimo. Sendo que a técnica de inducdo anestésica empregada em ambos
foi o método de injecdo intraperitoneal de cetamina (0,10ml/100g) e xilazina (0,25
ml/100mg), conforme recomendacdes do CEUA/UFOPA. E para a eutanasia foi a superdose
de anestésico.

Para o teste terapéutico o primeiro dia foi o de produgdo da lesdo traumatica e epilagao,
ambos sob indu¢ao anestésica.

J4 a epilagdio ocorreu nas areas do dorso numa area de 6cm? para os testes de toxicidade

e no membro posterior direito dos animais para o teste de aplicagdo terapéutica.

4.13 PRODUCAO DA LESAO TRAUMATICA

Para o protocolo de pesquisa experimental escolhido para o teste da acdo terapéutica do
gel de OR de C.duckei a 10% sobre a fase inflamatoria do processo de reparagdo muscular foi
realizada a produgdao de lesdes traumaticas padronizadas. Estas ocorreram sob efeito
anestésico, com um mecanismo de contusdo tipo queda livre, adaptado de McBrier (2009),
que consistiu em uma plataforma dupla de madeira transpostas em seu centro por uma pega de
Policloreto de Vinila (PVC) (Imagem 15A).

A lesao foi provocada pela liberagdo de um cilindro metalico de 267g de massa,
liberado a uma altura de 60cm, que percorreu o trajeto interior da peca de PVC e entdo atingiu
o ventre dos musculos gastrocnémio e séleo do membro posterior direito. Com grau de lesdo
muscular considerado como “intenso” segundo a classificagdo de McBrier (2009).

Para provocar a lesdo no membro posterior selecionado, o animal foi posicionado sob
estado anestésico e em decubito ventral, sobre a tabua de base do mecanismo lesional com o
membro no centro da por¢do terminal da pe¢a de PVC. O membro a ser lesionado foi entdo
posicionado em rotagdo externa e abducdo, para que os musculos gastrocnémio e soleo

ficassem voltados para cima (Figura 15B).
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(2009). B) Posicionamento do membro posterior esquerdo do animal para a producdo do trauma.
Foto: Jodo Oliveira.

4.14 ACAO TERAPEUTICA COM O GEL DE C.duckei 10%

Foi desenvolvido um protocolo de teste com o objetivo de analisar a agao terapéutica do
gel de C.duckei a 10% aplicado de forma topica e por fonoforese sobre a fase inflamatdria do
processo de reparacao muscular decorrente de uma lesao muscular de origem traumatica.

E para andlise do efeito terap€utico foram utilizados 40 ratos machos, da espécie Rattus
novergicus albinus, linhagem wistar, sadios, com idade superior a 90 dias, peso variando
entre 300 e 350 gramas, mantidos em ambiente controlado com dgua e ragdo a vontade.

Os animais foram divididos em quatro grupos com n=10. Estes estavam sob estado
anestésico quando receberam uma lesdo muscular experimental, padronizada, do tipo
traumadtica, por mecanismo do tipo queda livre sobre o musculo gastrocnémio do membro
posterior esquerdo (procedimentos descritos anteriormente). Apds 24h do momento da lesao
iniciaram seis dias consecutivos de tratamento e no 7° dia estes sofreram eutandsia com
extracdo do mm. gastrocnémio e fixagdo em paraformol 4% para posterior analise histoldgica.

Cada um dos quatro grupos de pesquisa foram compostos de 2 subgrupos com n=5.

Sendo que estes subgrupos foram distintos entre si de acordo com o dia de eutanasia. O
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primeiro subgrupo foi identificado como o da eutandsia no 2° dia (48h) apds a lesdo e o
segundo subgrupo foi identificado como o da eutandsia no 7° dia ap6s a lesao.
Os grupos estudados foram assim instituidos:

Grupo controle: Sofreu lesdo traumética por contusdo e nao recebeu nenhuma forma de

tratamento. Foram observados por seis dias consecutivos € 0 mm. gastrocnémio foi extraido,
fixado e analisado histologicamente.

Grupo ultrassom (US) convencional: Sofreu lesdo traumatica por contusdo e como

tratamento a aplicacdo do ultrassom com gel convencional segundo os parametros
selecionados, através da aplicagdo por meio do contato direto sobre a area a ser tratada. Na
proporcao de 0,5ml de gel por aplicacdo, com uma aplicacdo a cada 24 horas por seis dias
consecutivos. Houveram dois momentos de eutandsia, 24h apos a lesdo com uma aplicacao de
tratamento (n=5) e no 7° dia ap0s a lesdo, com 6 dias de tratamento (n=5).

Grupo gel de copaiba 10% uso topico: Sofreu lesdo traumadtica por contusdo € como

tratamento a aplicacdo do gel de C.duckei a 10% na forma topica. Na quantidade de 0,5 ml de
gel por aplicacdo, sendo uma aplicagdo a cada 24 horas por seis dias consecutivos. O
espalhamento do gel foi realizado com o proprio cabecote do aparelho desligado, em
movimentos circulares de forma lenta, por um periodo de um minuto, evitando assim
provocar aquecimento por friccdo. Na propor¢ao de 0,5ml de gel por aplicagdo, com uma
aplicacdo a cada 24 horas por seis dias consecutivos. Houve dois momentos de eutanasia, 24h
apos a lesdo com uma aplicacdo de tratamento (n=5) e no 7° dia apds a lesdo, com 6 dias de
tratamento (n=5).

Grupo copaiba fonoforese: Sofreu lesdo traumadtica por contusdo € como tratamento a

aplicacdo do ultrassom com gel de C.duckei a 10%, segundo os pardmetros selecionados,
através da aplicagdo por meio do contato direto sobre a area a ser tratada. Na propor¢do de
0,5ml de gel por aplicagdo, sendo uma aplicacdo a cada 24 horas por seis dias consecutivos.
Na proporcao de 0,5ml de gel por aplicagdo, com uma aplicagdo a cada 24 horas por seis dias
consecutivos. Houveram dois momentos de eutandsia, 24h apos a lesdo com uma aplicacao de
tratamento (n=5) e no 7° dia ap0s a lesdo, com 6 dias de tratamento (n=5).

Como ja mencionado anteriormente, a técnica de eutandsia a ser utilizada para este
estudo foi a de superdose de anestésicos, através do método de injecdo intraperitoneal, com
aplicacdo de uma superdose (overdose) da combinagdo de quetamina e xilazina (trés vezes a

dose anestésica).
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O musculo extraido ap6s a eutanasia foi armazenado em paraformol a 4% e seguiu-se
para processamento histopatologico. As amostras passaram por um processo de desidratacao
através de 6 banhos de alcool de 1 hora de duragdo cada, em concentragdes progressivas de
75%, 85%, 95%, 100%, 100% e 100%.

Apoés a desidratagdo as amostras foram submetidas a diafanizacdo com dois banhos
consecutivos em xilol de 1 hora de duracdo cada. Na fase seguinte foi realizada a
parafinizacdo onde as amostras foram imersas em cubos de parafina liquida a 75°C. Apods o
resfriamento e a solidificacdo da parafina foi obtido um bloco que na fase seguinte foi levado
ao microtomo para o corte histologico na espessura de 05 micrometros. Apds a
desparanifizagdo esses cortes foram corados pela técnica da hematoxilina-eosina (HE),
montados com laminula, para posteriormente ser analisados ao microscopio optico comum e
fotografados.

A fotografia foi realizada através de uma camera de microfotografia conectada a um
microcomputador. As fotografias a serem analisadas foram obtidas através de um aumento de

4x, 10x e 40x, como exemplo na figura 16 A e B.

Figura 16 — Avaliagdo da abertura do estrato corneo. A) Fotografia do corte histologico apresentando a abertura
da camada cornea, objetiva de 4x. B) Fotografia do corte histologico com as cinco medidas tomadas da abertura
da camada conrena, objetiva de 4x.

Foto: Daliane Marinho.

A andlise histopatologica foi realizada de forma cega e com a utilizagao de microscopia

optica de forma quantitativa. Para isso teve por objetivo definir graus e valores para as
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seguintes variaveis de interesse: 1. células com nucleos centralizados; 2. fibrose; 3. edema; 4.
necrose € 5. células de infiltrado inflamatorio.

Para andlise quantitativa foram tomadas as medidas de um campo de anélise aleatorio,
onde foram mensuradas as areas em micrometros de fibrose, de edema e necrose, ja para os
itens células do infiltrado inflamatério e de células com nucleo centralizado estas foram
quantificadas por numero de células/campo selecionado. Para isso foi utilizado um
microscopio com camera acoplada e as medidas foram tomadas através do Software Mddulo
de Imagem Motic live 2.0, com resolugdo 1280x1024.

Para as éareas de fibrose e edema e para contagem do ntimero de células do infiltrado
inflamatoério foi utilizada a objetiva de 4x, para as areas de necrose foi utilizada a objetiva de
10x e para nucleos centralizados as objetivas de 4x e 10x (quando do pequeno nimero de
células por campo selecionado, a fim de evitar erro na analise).

Uma vez que foram utilizados vérios itens de analise histopatologica os resultados
foram atribuidos por variaveis ordenativas e numéricas foram empregados diferentes testes

estatisticos para as comparagdes entre 0s grupos e subgrupos.

4.15 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados relativos a estas analises foram armazenados e tabulados em planilhas do
software Microsoft Excell 2007, e posteriormente receberam o tratamento estatistico pelo
software BioEstat 5.3. Foram analisados considerando-se suas médias e desvios padrdo. E
ainda passaram por testes de normalidade com Shapiro Wilk, para amostras consideradas
normais utilizou-se o teste paramétrico ANOVA e Tukey e para amostras consideradas nao-
normais utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskall-wallis, nas comparagdes multiplas
entre os grupos de estudo. Para este estudo experimental foi admitido o nivel minimo de

significancia considerando o valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Seguem a seguir os resultados encontrados na pesquisa através dos testes realizados.
Sendo que inicialmente os resultados serdo apresentados quanto as analises realizadas com o
gel de C.duckei produzido para a pesquisa, seguido dos testes de toxicidade dérmica aguda e
cumulativa e pra finalizar os testes de aplicabilidade terapéutica sobre a fase inflamatoria do

processo de reparacao muscular.

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OR C.duckei

O OR de C.duckei utilizado foi extraido no periodo chuvoso de arvores provenientes da
Floresta Nacional do Tapajos (FLONA), e posteriormente foi encaminhado para andlise
cromatografica de alta resolugdo no laboratério da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM/RS). E com ele foi manipulada a formulagdo em gel para os testes de toxicidade e
teste de efeito terapéutico. Os resultados obtidos na caracterizagdo quimica estao apresentados

na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 - Analise qualitativa e quantitativa do oleorresina de C.duckei por cromatografia gasosa de alta
resolucdo. Anélise realizada pelo laboratério UFSM/RS.

Componentes RI* RI? Pz:z:‘z(:)co Perfzf;c(l:z;oso I\F[glr:cl:ll:r
Nafitaleno 1179 1178 0.81 0.32 C1oHs
§-Elemeno 1339 1335 0.46 0.19 CisHas
a-Cubebeno 1351 1349 0.97 1.58 C1sHas
a-Copaeno 1376 1376 2.13 0.74 CisHas
B-Cariofileno 1404 1403 23.49 15.92 CisHas
t-a-Bergamoteno 1436 1436 8.64 3.73 CisHos
o-Aromadendreno 1439 1445 0.13 4.25 CisHoa
a-Humuleno 1454 1455 1.03 1.28 CisHas
Germacreno-D 1480 1480 2.35 4.03 CisHaa
o-Amorfeno 1481 1483 - 2.87

B-Selineno 1485 1485 7.15 11.39 CisHas
o-Muuroleno 1499 1495 2.83 0.96 CisHos
B-Bisaboleno 1509 1510 34.29 28.17 CisHa

5-Cadineno 1513 1510 1.07 0.84 CisHas
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a-Cadideno 1538 1538 4.13 3.59 CisHos

a-Copaeno-11-ol 1544 1539 0.59 - C15H240
Germacreno-B 1556 1561 1.98 1.43 C1sHas

Spatulenol 1576 1577 0.62 0.26 C1sH240
Oxido Cariofileno 1581 1580 3.75 5.08 Ci15H240
Eudesmol 1635 1637 0.43 1.15 C15Ha60
a-Muurolol 1644 1641 1.09 0.73 Ci5sH60
a-Cadinol 1653 1665 1.54 0.59 Ci1sHz60
Cadaleno 1674 1672 0.27 - CisHag

Total identificado (%) 99.75 89.10

As proporgdes relativas dos constituintes do 6leo essencial foram expressas em porcentagens. *indices de
retencio da literatura (Adams, 1995). Pindices de retengdo experimental (baseado em séries homologas de n-
alkane C7-Cj).

As atividades antinflamatodria e antiedematogénica do 6leo de copaiba sdo atribuidas ao
sesquiterpeno f-cariofileno, € ao f-bisaboleno ¢ atribuida a atividade apenas antinflamatoria
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; BOAROTO, 2014). Sendo as concentracdes de diterpenos e
sesquiterpenos presentes no OR de copaiba podem variar entre as diversas espécies, e devido
a fatores biologicos como fungos e insetos, além de fatores ambientais, como tipos de solo,
clima e sazonalidade (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).

No OR de C.duckei utilizado nesta pesquisa e coletado na FLONA durante o periodo
chuvoso foi encontrado um percentual de 15.92% de S-cariofileno e 28.17% de S-bisaboleno.
Com a analise pode-se comprovar a sua autenticidade através do seu percentual de a-copaeno
(VEIGA JUNIOR; PATITUCCI; PINTO, 1997) e a sua aplicabilidade nos testes de acao
terapéutica para o tratamento de lesdes musculares traumaticas podem ser comprovados
através da presenca do f-cariofileno e do S-bisaboleno. Estes dois ltimos sdo também os
componentes de maior concentracdo no OR de C.duckei.

Segundo Oliveira, Lameira ¢ Zoghbi (2006) em pesquisa realizada no municipio de
Moju-PA, em todos os meses do ano a concentragdo do sesquiterpeno S-bisaboleno na espécie
C. duckei foi superior a do S -cariofileno, sendo que ocorreram variagdes nos percentuais das
substancias independente do clima. Esse dado corrobora os resultados encontrados nessa
pesquisa e evidencia as afirmativas anteriores de que ndo existe uma constancia na
concentracdo de tais substancias entre diferentes espécies de copaiba e entre a mesma espécie

em diferentes periodos e diferentes regides, o que se caracteriza como uma especificidade
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para a realizacdo de pesquisas, como esta, que objetivam analisar as agdes terapéuticas do OR
de copaiba.

A pesquisa de Leandro ef al. (2012) também concluiu que o p-bisaboleno foi o
constituinte principal em diversas amostras de C. duckei. Assim, podemos observar que essa ¢
uma das caracteristicas principais do OR de C.duckei em diversas regides e periodos do ano.

Martins-da-Silva, Pereira e Lima (2008) coletaram e analisaram materiais de diversas
copaibeiras em diferentes areas da Amazodnia e obteve como resultados que a C.duckei ocorre
apenas no Brasil, no nordeste da Amazonia brasileira, sendo encontrada desde o nordeste do
estado do Para (regido de Belém e Castanhal) até o noroeste do Maranhdo (regido de Froes e
Santa Luzia). Tal indicagdo talvez justifique a dificuldade que foi encontrada na obtencao do
OR necessario para a realizagdo dessa pesquisa, uma vez que, os exemplares encontrados na
FLONA tém a caracteristica de pouca producdo de OR de C.duckei, com poucos “ml” obtidos
a cada coleta, o que foi um fator limitante para a pesquisa, na produ¢do em maior quantidade

de uma forma semi-solida em gel com OR de C.duckei.

5.2 AVALIACAO DA TRANSMISSIBILIDADE DAS ONDAS ULTRASSONICAS

Quanto a avaliacao do potencial de transmissibilidade do gel e sua viabilidade técnica
na utilizagdo terapéutica foi realizada a avaliagdo da transmissibilidade do gel de OR de
C.duckei a 10% com a utilizagdo do aparelho de US Sonopulse Special Ibramed, operando na

2 ¢ lcm? Foram analisadas a

faixa de 1 MHz, com area de aplicacio ERA de 3,5 cm
transmissibilidade do gel nas modalidades: continua, pulsada 20% e pulsada 50%. E nas
intensidades 0,2/0,4/0,6/0,8/1,0 W/cm? durante um minuto de aplica¢do. Sendo que foi feita a

analise qualitativa e quantitativa da transmissibilidade do gel de C.duckei a 10%.

5.2.1 Avaliaciao Qualitativa

Na tabela 2 serdo apresentados os resultados da avaliacdo qualitativa que precedeu a
avaliagdo quantitativa da transmissibilidade ultrassonica do gel de C.duckei 10% utilizado
como meio de acoplamento durante a aplicacdo terapéutica. Para tanto os resultados do gel de

C.duckei desenvolvido foram comparados aos da dgua destilada e do gel carbopol comercial.
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Nas intensidades de 0.2 W/cm? no modo pulsado 20% e 50% com o gel de C.duckei
10% as ondas de ultrassom ndo foram observados, ou seja, foram atenuadas pela substancia.
Sendo assim consideradas como de transmissibilidade negativa para tal intensidade nessas
modalidades de tratamento e ndo passaram para a analise quantitativa. As demais intensidades
foram testadas de forma quantitativa.

Tabela 2 — Resultado do teste de transmissibilidade qualitativa do gel de C.duckei 10% com o US nos modos
continuo, pulsado 20% e pulsado 50%, com o sistema baseado no modelo proposto por Guirro et al.

(1996).
Avaliacao qualitativa da transmissibilidade
Intensidade Substéincia testada como meio de acoplamento
Modo US 2 1 . Gel C.duckei
(W/em?) Gel carbopol Agua destilada 10%

0.2 W/em? + + +

0.4 W/cm? + + +

Continuo 0.6 W/cm? + + +
0.8 W/cm? + + +

1.0 W/em? + + +

0.2 W/cm? + + -

0.4 W/cm? + + +

Pulsado 20% 0.6 W/cm? + + +
0.8 W/cm? + + +

1.0 W/em? + + +

0.2 W/cm? + + -

0.4 W/cm? + + +

Pulsado 50% 0.6 W/cm? + + +
0.8 W/cm? + + +

1.0 W/em? + + +

Legenda: (+) Transmissibilidade observada; (-) Transmissibilidade ndo observada.

5.2.2 Avalia¢ao Quantitativa

Seguem abaixo os resultados encontrados para a andlise quanto ao potencial de
transmissibilidade do gel de C.duckei 10% utilizado como meio de acoplamento. Sendo que
para isso, este foi testado com o US nos modos continuo, pulsado 20% e pulsado 50%. E seus
resultados foram comparados com os valores obtidos na andlise realizada com a agua
destilada e o gel carbopol utilizando-os também como meios de acoplamento.

Na tabela abaixo (Tabela 3) sdo apresentados os resultados encontrados na analise
utilizando o US continuo, nas intensidades de interesse 0.2/0.4/0.6/0.8/1.0 W/cm?. E esses
resultados foram comparados aos resultados encontrados nos testes realizados utilizando-se a

agua destilada e o gel carbopol como meio de acoplamento.
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Tabela 3 — Porcentuais de transmissibilidade em gramas, com média e desvio padrdo, encontrados no gel de
C.duckei 10% aplicado através do modo continuo. Baseado no modelo proposto por Guirro et al. (1996).

US Continuo 0.2 W/ecm2 0.4 W/cm2 0.6 W/cm2 0.8 W/cm2 1.0 W/ecm2
Agua destilada 0.07g +0.02 0.17g £0.02 0.35g +£0.02 0.51g+0.04 0.60g +0.03
Gel carbopol 0.12g +£0.02 0.22g +0.02 0.35g +£0.02 0.48g +0.02 0.58g +0.01
Gel C.duckei 10% 0.08g +0.04 0.12g +0.04 0.15g +0.05 0.18g +0.06 0.23g +0.07

Na andlise com gel carbopol continuo, além dos valores captados pela balanca foi
possivel observar uma vibragdo na superficie da 4gua destilada contida no interior do backer
utilizado no sistema de analise.

Segundo a classificacdo proposta por Guirro et al. (1996), para ser considerado um
“Bom transmissor” de ondas ultrassonicas o gel de C.duckei 10% precisaria atingir valores de
pelo menos 80% dos valores encontrados com a agua destilada. Para ser considerado um
“Transmissor moderado” este precisaria atingir valores entre 40 e 79% e para valores abaixo
de 40% este seria considerado um “Transmissor pobre”.

No figura 17 estdo apresentados os resultados obtidos em porcentual de
transmissibilidade do gel de C.duckei 10%, em compara¢do com a dgua destilada e o gel
carbopol, no modo continuo, nas intensidades selecionadas de 0.2/0.4/0.6/0.8/1.0 W/cm?.

Podemos observar através dos dados obtidos que na intensidade de 0.2W/cm2 o gel
de copaiba foi considerado um “Bom transmissor”. Na intensidade de 0.4 W/cm? e 0.6W/cm?
este foi considerado um “Transmissor moderado” e nas intensidades de 0.8W/cm? e 1.0W/cm?
este foi considerado um “Transmissor pobre”, tanto quando comparado a dgua destilada como
quando comparado ao gel carbopol comercial. Assim, quando no modo continuo podemos
observar que os melhores resultados seriam obtidos com a utilizagdo do US nas menores

intensidades.
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Figura 17 — Resultado do teste de transmissibilidade quantitativa do gel de C.duckei 10% com o US no modo
continuo em comparagdo aos valores obtidos com a agua destilada e o gel carbopol. Analise através do sistema
baseado no modelo proposto por Guirro et al. (1996).

Na andlise realizada utilizando apenas a agua destilada como meio de acoplamento e
com o US no modo pulsado 20% (Tabela 4) ndo foram observadas medidas capturadas pela
balanga (indice=0.00g). No entanto, foi possivel observar a formagdo de uma linha de
transmissao das ondas de US entre o cabecote € o cone (observavel através da formacao de
bolhas entre estes), conforme ilustrado na figura 18. O mesmo foi observado na anélise do gel
carbopol no modo pulsado 20% em todas as intensidades. Quanto ao gel de C.duckei a 10% as
medidas capturadas pela balanga foram de valores negativos até a intensidade de 0.6 W/cm? e
nas intensidades maiores de 0.8W/cm? e 1.0W/cm? estas apresentaram valores positivos.

Tabela 4 — Resultado do teste de transmissibilidade quantitativa (média e desvio padrao) do gel de C.duckei 10%
com o US no modo pulsado 20%, sistema baseado no modelo proposto por Guirro ef al. (1996).

US pulsado 20% 0.2 W/em2 0.4 W/cm?2 0.6 W/cm?2 0.8 W/em2 1.0 W/em2
Agua destilada 0 0 0 0 0

Gel Carbopol 0 0 0 0 0

Gel C.duckei 10% - 0.04g+0.02 - 0.02g+0.01 -0.02g +0.01 0.02g +0.01 | 0.03g+0.01
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Linha de transmissdo das
ondas (bolhas)

Figura 18 - Formagdo de uma linha de transmissio das ondas de US entre o cabegote e o cone no teste com agua
destilada no modo pulsado 20% e 50%.
Foto: Daliane Marinho.

Na modalidade de US pulsado 20% apenas o gel de C.duckei 10% apresentou
transmissibilidade positiva, ndo promovendo atenuacgdo das ondas de US e tendo os esperados
efeitos terapéuticos da fonoforese.

Na anélise realizada com 4gua destilada utilizando o US pulsado 50% (Tabela 5) nao
foram registrados valores no visor da balanga em todas as intensidades testadas quando
utilizada a 4gua destilada como meio transmissor. Quando utilizado gel carbopol apenas na
intensidade de 0.2W/cm? a balanga nfio registrou valores no visor da balanga. J4 quando foi
utilizado o gel de C.duckei 10% foram encontrados valores positivos para todas as
intensidades testadas. Assim, ndo foi possivel realizar comparagdo entre os valores obtidos
com o gel de C.duckei 10% e a agua destilada, apenas com o gel carbopol, contrariando o
recomendado nas pesquisas de Cameron e Monroe (1992), Guirro et al. (1996), Brasileiro,

Alves e Escossia (2003), Carnio (2006).
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Tabela 5 — Resultado do teste de transmissibilidade quantitativa (média e desvio padrao) do gel de C.duckei 10%

com o US no modo pulsado 50%. Sistema baseado no modelo proposto por Guirro et al. (1996).

US pulsado 50% 0.2 W/cm2 0.4 W/cm2 0.6 W/ecm2 0.8 W/cm2 1.0 W/ecm2
Agua destilada 0 0 0 0 0

Gel Carbopol 0.00 0.08g £0.01 0.11g+0.02 | 0.14g+0.02 | 0.18¢+0.03
Gel C.duckei 10% 0.02g +0.01 0.02g +£0.01 0.06g £0.02 | 0.07g+0.03 | 0.09g +0.03

No figura 19 estdo apresentados os resultados obtidos em porcentual de

transmissibilidade

do gel de C.duckei 10%, modo pulsado 50%, apenas em comparagdo com

o gel carbopol, uma vez que ndo foram obtidos valores no teste com a agua destilada. E

também apenas nas intensidades de 0.4/0.6/0.8/1.0 W/cm?, pois na intensidade 0.2 W/cm?

também nao foi obtido nenhum valor no display da balanga digital.

Podemos observar através dos dados obtidos que na intensidade de 0.6 W/cm?, 0.8

W/em? e 1.0 W/cm?, o gel de copaiba foi considerado um “Transmissor moderado” e na

intensidade de O.

4W/cm? este foi considerado um “Transmissor pobre”, isso quando

comparado ao gel carbopol comercial. Assim, quando no modo pulsado 50% os melhores

resultados seriam obtidos com a utilizagio do US nas intensidades acima de 0,6W/cm?.

1.0W/cm2

0.8W/em?2

0.6 W/em?2

Intensidades testadas

Il

0.4W/cm?2

Transmissibilidade US pulsado 50%

B :Comparagao do gel
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Figura 19 — Resultado porcentual em relagdo ao gel carbopol da transmissibilidade quantitativa do gel de
C.duckei 10% com o US no modo pulsado 50%. Analise através do sistema baseado no modelo proposto por

Guirro et al. (1996).
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Segundo pesquisa realizada por Warren et al. (1976) as formulagdo em gel testadas se
apresentaram como bons condutores de ondas ultrassonicas quando comparadas com outros
meios acopladores a base de creme e de hidrocortisona, que atenuaram as ondas de ultrassom.
O que podemos comprovar nessa pesquisa onde os melhores resultados foram encontrados
nos testes realizados com gel e os piores resultados apenas com a agua destilada, sobretudo na
modalidade US pulsado 20%.

Outro estudo realizado por Balmaseda et al. (1986) concluiram que a dgua nao pode ser
considerada um bom condutor, pois esta, juntamente com o 6leo mineral apresentaram um
alto grau de atenuacdo e de impedancia das ondas ultrassonicas. Ja4 a formulacdo em gel
apresentou-se com baixo grau de atenuagdo e de impedancia. Sendo a mais indicada para o
uso em fonoforese, corroborando os resultados encontrados nessa pesquisa.

Podemos ainda afirmar que os melhores resultados de transmissibilidade das ondas
ultrassonicas foram obtidos com a utilizagdo do US no modo continuo devido a maior
otimizagdo do tempo de contato da substancia com o tecido, a fim de garantir os maiores
efeitos da cavitacdo ultrassonica. Sendo que a escolha do modo pode ser decisiva para a
qualidade da deposicdo da droga pretendida, no caso dessa pesquisa os ativos de OR de
C.duckei. No entanto, na pratica clinica ¢ comum o uso no modo pulsado a fim de associar a
técnica ao processo de reparacdo tecidual evitando os efeitos adversos do uso do US na fase
inflamatéria do processo de reparacdo do tecido lesado, conforme abordado na pesquisa de
Parizotto et al. (2003).

Uma das grandes dificuldades na administragio do OR de C.duckei diz respeito a
permeacdao do mesmo. Estudos quanto a permeagdo do OR de C.duckei ndo foram
encontrados na literatura. No entanto, Lucca et al. (2015) concluiram em sua pesquisa sobre a
permeagdo de f-cariofileno presente no OR de Copaifera multijuga Hayne que a permeagao
da nanoemulsdo de o6leo de copaiba apresentou uma melhor penetragdo na pele em
comparagdo com o Oleo in natura, pois tal formulacdo atingiu a derme, uma camada mais
profunda. Assim, podemos observar que a forma in natura comumente utilizada pelas
populacdes tradicionais ndo se apresenta como a mais eficiente para promover a permeagao
do OR de copaiba, sendo indicada a sua administracdo topica utilizando meios de permeagao.

Lucca (2013) em testes realizados com OR de Copaifera multijuga Hayne concluiram
que o hidrogel de carbopol demonstrou ser o melhor agente geleificante para a nanoemulsao

de copaiba. Isso foi atribuido a estabilidade que apresentou na formulagdo, possibilitando o
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aumento da penetragdo do S-cariofileno pela pele, em especial na derme, devido ser a camada
de interesse no tratamento da inflamacao pela via topica. O que corrobora os resultados

encontrados nessa pesquisa através da escolha do gel como meio de veiculagao do OR.

5.3 DETERMINACAO DO pH DO OR E DO GEL DE OR DE C.duckei

O OR puro de C.duckei, assim como os géis manipulados a partir dele para os
experimentos de toxicidade dérmica e para o teste de aplicabilidade terapéutica foram
analisados quanto ao seu indice de acidez. Os valores obtidos foram comparados em relagao
ao indice do gel carbopol comercial classificado como neutro e da dgua destilada, também

neutra, conforme valores apresentados a seguir (Tabela 6).

Tabela 6 — pH dos géis de C.duckei utilizados na pesquisa, com valores médios e desvio padrao.

Agua Gel Gel 75% | Gel50% | Gel 25%
pH substancia | destilada carbopol OR puro OR OR OR
Meédia 6,92 £0,02* | 6,89+0,024 | 5,17+0,02* 2| 5,19+0,02*?| 5,09+0,01*?| 4,4940,01%**

* Nivel de significancia <0,05% entre agua destilada e outras substancias.
A2 Nivel de significAncia <0,05% entre gel carbopol e outras substincias.

A partir dos resultados encontrados foi possivel observar que o pH de todos os géis
apresentaram um pH levemente acido. Havendo significancia entre todas as substancias
contendo OR de C.duckei tanto em relagdo a dgua destilada, quanto em relagdo ao gel
carbopol.

O pH da superficie da pele ¢ ligeiramente acido, este fica em torno de 4,2 a 5,6
(CLARK, 1996). E para que uma substancia seja destinada ao uso tdpico esta deve possuir um
pH aproximado ao da pele, a fim de evitar alteracdes fisioldgicas e estruturais que possam
comprometer sua integridade (TAYLOR et al., 1990). Podemos analisar que diante dos
valores de pH obtidos para as formulagdes em gel de OR de C.duckei em estudo, todas estas
apresentaram-se como adequadas e seguras para o uso topico, uma vez que possuiam pH

semelhantes ao da pele.
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5.4 AVALIACAO HISTOLOGICA DA PELE

A andlise histologica da pele foi realizada para avaliagdo comparativa quanto a
capacidade dos géis utilizados na terapia com US de promover a abertura do estrato corneo da
pele e assim permitir a veiculagdo dos ativos do OR de C.duckei.

Foi possivel observar que no grupo onde foi utilizado o gel de OR de C.duckei 10% de
forma tépica houve uma maior abertura do estrato corneo da pele, em micrometros, o que
indicaria uma maior possibilidade de absor¢ao dos ativos farmacoldgicos da copaiba, quando
comparado aos resultados do grupo controle, seguido do gel carbopol e o pior resultado foi
encontrado no grupo fonoforese. Talvez devido a maior fricgdo e o leve aquecimento do
cabecote durante a aplicagdo promover ressecamento associado ao fato da base do gel ser
aquosa. Apesar dessas diferengas perceptiveis através das médias dos grupos ndo houve

significancia estatistica entre os resultados encontrados entre os grupos testados (Figura 20).
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Figura 20 — Resultados da avaliacdo com média e desvio padrdo, quanto a capacidade de abertura do estrato

corneo da pele do gel de C.duckei 10% em comparagdo com outros grupos de tratamento.

Para que uma substancia seja utilizada de forma tdpica essa precisa ser capaz de

difundir-se pelo estrato corneo e demais camadas da epiderme e assim poder chegar as
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camadas mais profundas desta. Sendo assim, a escolha do veiculo de administragdo precisa
ser adequada e o veiculo capaz de realizar a abertura do estrato corneo da pele, considerado a
principal barreira a permeacao de substancias pela via topica. Os promotores de permeacao
devem ser substancias capazes de interagir com os constituintes do estrato cérneo, diminuindo
a resisténcia da pele a difusdo do farmaco (BARRY, 1987).

O propilenoglicol ¢ uma das substancias capazes de modificar a permeabilidade da pele
e assim promover a entrada da substancia desejada, agindo como promotor de permeagdo
através do estrato corneo da pele. Uma vez que este solubiliza a queratina do estrato corneo
através da ocupacdo dos seus locais de ligacdo com o hidrogénio. E este ¢ um dos
constituintes do gel de C.duckei utilizado na pesquisa, € mais utilizado associado ao US
terapéutico, o que garantiu a permeabilidade do OR manipulado e utilizado nesta pesquisa
(HADGRAFT, 1999).

Os terpenos e terpenodides presentes nos 6leos essenciais, dentre eles 0 OR de C.duckei,
na sua por¢ao volatil, sio considerados importantes promotores de permeacgao utilizados na
liberacdo de farmacos transdérmicos, isso devido a sua estrutura quimica consistir em
repetidos grupos isopreno (CsHs) (MATSUDA, ARIMA, 1999).

Dessa forma podemos considerar que, com base nos resultados positivos na abertura do
estrato corneo obtidos e que devido a acdo combinada do propilenoglicol presente no gel base
utilizado como veiculo e meio de contato para aplicacdo do US, bem como devido a agdo
promotora conhecida dos terpenos e terpendides presentes no OR de C.duckei que, o gel de
OR testado foi capaz de promover a modificacdo desse estrato corneo a fim de permitir a
eliminagdo dessa barreira a permeagao dos ativos farmacologicos presentes no gel fitoterapico
testado.

No entanto, atribui-se a falta de diferenca significativamente consideravel entre os
grupos se deve ao fato de que o propilenoglicol estava presente em todas as formulagdes
testadas. E em relacdo ao grupo controle talvez se deva ao tratamento histologico de
diafaniza¢do das amostras de pele, que pode ter modificado a disposicao do estrato corneo,
mesmo apos sua fixagdo em bouin, inclusive de todos os grupos, levando a resultados nao
conclusivos que necessitam de ajustes da metodologia conhecida.

Além das propriedades necessarias ao farmaco tdpico serem determinantes para
permeacao, quando este ¢ associado ao US terapéutico o efeito pode ser potencializado. Isso

ocorre devido ao fendmeno da cavitagao. Tal fendmeno ¢ causado pela aplicagdao das ondas de
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US sobre a pele, que resulta na formagdo de microbolhas gasosas no estrato cdrneo que ao
romper-se violentamente permitem a passagem da droga ao promover uma desorganizagao
transitoria da regido lipidica da camada cornea, aumentando assim a sua permeabilidade
(KOEKE; PARIZOTTO, 2005).

Além do fendmeno de cavitagdo, segundo Byl (1995), o aquecimento produzido pelo
ultra-som promove o aumento da circulagdo local, o que dilata os Ostios dos foliculos
pilossebaceos e os orificios das glandulas sudoriparas e permite que as moléculas difundam-se
pelo estrato corneo até a rede capilar da derme. Além disso, também através do aumento da
energia cinética das moléculas dos medicamentos como das proteinas, lipideos e carboidratos
da membrana celular as ondas de US seriam capazes de possibilitar a permeacao das
substancias de forma transdérmica através do estrato corneo.

Apesar dos resultados encontrados podemos afirmar que s3o necessarios estudos
adicionais, principalmente de permeagao do gel de C.duckei 10% desenvolvido, para analise
da melhor forma de permeacdo de fitoterapicos a base de copaiba. Uma vez que testes
especificos de permeacgdo ndo puderam ser realizados durante essa pesquisa devido ao seu alto

custo de operacionalizagdo.

5.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE DERMICA PELO PROTOCOLO OCDE 404

O protocolo OCDE 404 foi utilizado para verificar o grau de corrosdo dérmica em uma
unica aplica¢do da forma in natura da copaiba e do gel de C.duckei nas propor¢des de OR:
75%, 50% e 25% sobre a pele. Em todas as concentracdes e também na forma in natura, o OR
de C.duckei ndo foi considerado agressivo para a pele, pois ndo provocou em uma Unica
aplica¢do edema, irritacdo ou corrosio na pele dos animais.

Sendo assim, este foi considerado seguro para utilizacao sobre a pele quando utilizado
apenas em uma unica aplicagdo, conforme protocolo utilizado. O que justificou-se ainda mais
apo6s a analise do pH das substancias testadas que apresentaram-se em valores semelhantes ao
pH da pele, o que seria considerado adequado para substancias de uso topico. Nao tendo
assim potencial irritativo/corrosivo sobre a pele em apenas uma aplicagao.

Este score de classificagdo foi também utilizado para analisar o grau de
corrosao/irritacdo dérmica apos 21 dias de aplicagdes consecutivas das substancias sobre a

pele, seguindo a metodologia do teste OCDE 410.
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Foi possivel observar grau de irritagdo leve sobre a pele apenas nas concentragdes de gel
OR 75% e gel OR 50% apods 21 aplicagdes topicas do gel em estudo. O que contra-indica o
uso dessas substancias sobre a pele por multiplas aplicagdes (Figura 21).

Pode-se observar ainda que houve significancia entre os resultados obtidos no grupo OR
in natura em relagdo aos grupos Gel OR 75%, 50% e 25%. E quando comparados os
resultados entre os grupos foi possivel observar significancia entre o gel OR 75% em relacdo

ao gel OR 25% e entre o gel 50% em relagdo ao gel OR 25% (Figura 20).

Formacio de eritema e escaras
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M [Score OCDE 404
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Controle ORpuro Gel75% Gel50% Gel 25%
OR OR OR
Grupos Teste

*Houve significancia <0,05% entre o grupo controle, o OR puro € os géis OR 75% € 50%.
A2 Nivel de significancia <0,05% entre gel OR 25% em relagdo aos géis OR 50% e 75%.
B.bHouve significancia entre OR puro e outras substincias testadas.

Figura 21 — Avaliagdo da irritacdo/corrosdo dérmica (com média e desvio padrdo) conforme critérios do
protocolo OCDE 404 adaptado para o protocolo OCDE 410 (comparacdo dos resultados obtidos com grupo
controle em relacdo aos resultados dos grupos com gel de OR nas concentragdes de 75%, 50% e 25%).

Fernandes e Remor (2013) em sua pesquisa quanto a toxicidade dérmica aguda de
copaiba sp. na sua forma in natura sobre a pele integra concluiram que esta pode ser
classificada como um agente irritante grave, com score médio final de 2,81. Sendo que
trabalhos que utilizaram metodologias parecidas, com as mesmas concentracdes testadas e a

espécie em estudo nao foram encontrados na literatura.
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5.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE DERMICA CUMULATIVA PELO PROTOCOLO
OCDE 410

O protocolo OCDE 410 visa analisar a toxicidade dérmica apos exposig¢des cumulativas
a determinada substincia. Para esta pesquisa este foi adaptado e foram considerados como
critérios de analise os parametros hematoldgicos, a necropsia e a avaliagdo da massa relativa
de 6rgaos como rins e figado.

Para este teste foram selecionadas as concentragdes de C.duckei nas proporg¢des de 75%,
50% e 25% manipuladas na forma de gel e aplicados por 21 dias consecutivos. Testes
preliminares foram realizados com a copaiba in natura e foi observado que apos quatro
aplicagdes consecutivas e cumulativas esta causou irritagdo e corrosdo dérmica. Sendo assim,
essas trés concentragdes inferiores a 100% foram selecionadas para o teste de toxicidade

dérmica por 21 dias consecutivos.

5.6.1 Exame dos 6rgaos internos e peso médio de figado e rins

Através da necropsia nenhuma alteracdo visivel de orificios ou aumento de orgaos foi
observada. Seguiu-se a realizacdo da pesagem com verificagdo do peso médio dos 6rgaos
figado e rins em balanca de precisdo. Os valores dos pesos médios dos Orgdos estdo
apresentados abaixo (Figura 22). Os maiores valores foram encontrados no grupo OR 50%,
no entanto, essa diferenc¢a ndo foi considerada estatisticamente significante.

Quanto ao efeito da administragdo subcrénica do OR de C.duckei nao foram
encontradas pesquisas correlatas que utilizassem a aplicagdo em forma topica. No
entanto, na pesquisa de Rio (2001), apds a administragio oral e uso de creme vaginal com
C.duckei por 30 dias consecutivos constatou-se alteragcdes significativas nos pesos de

figado e rins.
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Figura 22 — Peso médio (em gramas) dos 6rgaos extraidos na autdpsia conforme protocolo OCDE 410 apds
21 dias de aplicagdes topicas de gel com OR de C.duckei nas concentragdes de 75%, 50% e 25%.
Apresentados através de média com desvio padrao.

5.6.2 Analise de parametros hematolégicos

Ap6s o protocolo de doses cumulativas por 21 dias com as substancias testadas

seguiu-se a coleta de sangue para andlise de células sanguineas. Estas amostras foram

posteriormente processadas no analisador hematolégico Mindray BC-200 Vet. Segue abaixo

os resultados obtidos por grupo teste em comparagdo com os parametros pré-estabelecidos

pelo analisador hematoldgico (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores médios (+ erro padrao da média) de variaveis sangiiineas e leucograma em fémeas tratadas de
forma topica por 21 dias com gel fitoterapico de OR de C.duckei nas concentragdes de 75%, 50% e 25% (Teste
OCDE 410 de doses cumulativas) em compara¢do com os valores de normalidade estabelecidos pelo analisador
hematologico Mindray BC-2800 Vet, para ratos e da literatura, Garcia e Navarro (2005).

Grupos Comparacio entre parametros de células sanguineas
para anilise - o - - . . .
Leucdcito | Linfocito | Mondcito | Granulécito | Hemacia | Hemoglobina | Hematocrito | Plaquetas
x10%ul | x10%pl | x10%/pl x10%/pl x10%/pl g/dl % x10%/ul

Parametros

analisador

Mindray |59 153 2.6 0.5 04-32 5.6-7.89 12-15 36 - 46 100 - 1610

BC 2800 - 13.5

Vet
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133208 | 5712 | 0.9%0.6 | 5.9+12 74104 1470 8 467203 | 1027.6£904

Controle

G;’;SR 78413 | 55+0.7 | 0302 | 2.5+03 8.60.4 16.2+0.8 51214 | 1143.8+226.7
0

G;’(')f/’R 137£12 | 107513 | 0.8+07 | 3.3+1.1 8.640.5 16.8+1.0 50.7£1.0 | 1189.5+287.1
(1]

Quando analisados os resultados obtidos nos grupos de aplicagdo durante os 21 dias de
aplicacdo nessa pesquisa foi possivel observar que houve significancia estatistica entre o valor
de leucocitos do grupo gel OR 75% e gel OR 25% em relacdo ao grupo controle. Entre o
grupo controle e o grupo gel OR 50% em relagdo ao grupos controle de linfocitos. Entre o
grupo gel OR 25% e o grupo controle de mondcitos e entre todos os grupos gel testados em
relagcdo ao grupo controle quanto aos granulocitos (Tabela 8).

Foi possivel observar ainda que houve significancia estatistica entre os grupos gel OR
75% e 50% em relagdo ao grupo controle de hemadcias. E entre os grupos gel OR 75%, 50% e
25% em relacdo ao grupo controle dos valores de hematocrito e ainda entre os grupos gel OR
75%, 50% e 25% em relacdo ao grupo controle para hematdcrito. Sendo que ndo houve

siginificancia estatistica em relacao as plaquetas (Tabela 8).

Tabela 8 — Valores médios (+ erro padrdo da média) com significancia das varidveis sangiiineas e leucograma
em fémeas tratadas de forma tdpica por 21 dias com gel fitoterapico de OR de C.duckei nas concentragdes de
75%, 50% e 25%.

Grupos Comparacio entre parametros de células sanguineas
p?;a Leucécito | Linfécito | Monécito | Granulécito| Hemacia | Hemoglobina | Hematocrito | Plaquetas
anafise x103%ul | x10%pul | x10%pl X103/l X103/l g/dl % x103/ul
133£0.8 | 5.7+1.2 [ 0.9+0.6 | 5.9+1.2 7.4+0.4 14.7+0.8 46.7+0.3 | 1027.6+90.4
Controle
GelOR | 7 g.13% | 55207 | 03+0.2% | 2.5803% | 8.6£04% | 162£0.8% | 51.5£1.0% |1143.8+226.7
5% 8. 540. 30. 540. 620. 240. S+l . .
Gse(‘)f/’R 137412 |10741.3% | 0807 | 33+1.1* | 86£0.5% | 168+1.0% | 50.7+1.0% |1189.5:287.1
0
Gze;f/’R 6.541.2% | 472410 | 0.3+02% | 1.5+0.6% 8.0+0.7 16.120.7% | 504+12* | 1184.8+73.8
0
Rio (2001) também constatou que ndo ocorreram alteracdes hematoldgicas

significativas quanto ao efeito da administragdo subcronica do OR de C.duckei apds a

administracao oral e uso de creme vaginal com C.duckei por 30 dias consecutivos.

No entanto,

Lima (2014) constatou que houveram alteragdes hematologicas

significativas apds a administracdo subcronica por 22 dias consecutivos de creme vaginal com
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OR de C.duckei, alterando os niveis de hemoglobina, hematocrito e linfocitos. Apesar disso, o
mesmo nao foi observado quando da utilizagao por via oral.
Pesquisas que analisassem a toxicidade apods a aplicacdo dérmica de uma substancia a

base de C.duckei nao foram encontradas na literatura.

5.7 ACAO TERAPEUTICA DO GEL DE C.duckei 10%

Abaixo segue a apresentagdo dos resultados obtidos no teste de acdo terapéutica com gel
de C.duckei 10% em comparacdo quanto aos grupos € ainda em comparacdo aos diferentes
momentos de eutandsia, que ocorreram 48h e no 7° dia apos o trauma.

Os resultados estdo dispostos de acordo com as variaveis de interesse pesquisadas
separadamente entre elas e conjuntamente entre os momentos de eutandsia. Sendo que as
variaveis de interesse para a pesquisa foram: fibrose, edema, necrose, células do infiltrado

inflamatorio e células com nucleo centralizado.

A) Fibrose: Comparagao entre os grupos 48h e 7° dia.

Quanto a fibrose (Figura 23) esta foi analisada de acordo com a drea em microOmetros
(um). Foi possivel observar que no momento 48h apos a lesdo o grupo com maior area de
fibrose foi o grupo US, seguido do grupo fonoforese e do grupo tépico, em relagdo ao grupo
controle, que foi o com a menor area de fibrose observada. E j4 quando observamos o
momento 7° dia, a terapia que menos apresentou area de fibrose foi o grupo US, seguido do

grupo fonoforese e do grupo topico.

Sendo assim, foi possivel constatar que nas primeiras 48h apods a lesdo o mais indicado
seria a utilizacdo do tratamento com gel de C.duckei 10% de forma apenas topica e apos esse
momento o mais indicado seria a utilizacdo de US ou a fonoforese com o gel do OR para o
controle do processo cicatricial. Mas, apesar dessas diferengas perceptiveis ao grafico, quando
comparados mediante teste de variancia nao houve significancia estatistica entre os grupos de
tratamento, tanto 48h apo6s o trauma como no 7° dia em relagdo ao grupo controle ou entre

eles.
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Figura 23 — Area de formagdo de fibrose (em pm) nos diferentes momentos de eutanasia (48h e 7° dia). Os
resultados estdo expressos em média, n=5/grupo.

B) Edema: Comparagéo entre os grupos 48h e 7° dia.

Em relagdo a variavel edema (Figura 24) esta foi analisada de acordo com a area em
micrémetros (um). O tratamento que no momento 48h apresentava a menor area de edema foi a
terapia por fonoforese, seguido da terapia por uso topico e depois a terapia por US. J4 no momento 7°
dia a terapia que apresentava menor area de edema foi a de uso topico, seguido do grupo fonoforese e
do grupo US em relagdo ao grupo controle. No entanto, os resultados ndo apresentaram significancia
em relagdo ao grupo controle, nos dois momentos de eutanasia. No entanto, quando comparados entre
si, houve significincia entre o resultado dos grupos Toépico 48h e Topico 7° dia. Bem como houve

significancia entre os grupos testados Fonoforese 48h e Fonoforese 7° dia.



72

Edema

6000

5000
4000 LT

\ \ =¢==_Controle
3000

2

"um?
o

x10’

——-US
Topico

2000

=== [ onoforese
1000

\NX * &
0 T * 1
48h Jodia

Momento de Eutanasia

* Houve significancia entre as terapias por uso Topico 48 e Topico 7° dia quanto a formagdo da area de edema.
** Houve significancia entre as terapias por Fonoforese 48 e fonoforese 7° dia quanto a formagdo da area de
edema.

Figura 24 - Area de edema (em pm) nos diferentes momentos de eutanasia (48h e 7° dia). Os resultados estio
expressos em média, n=5/grupo.

C) Necrose: Comparagio entre os grupos 48h e 7° dia.

Em relacdo a formacdo de necrose (Figura 25) esta foi analisada de acordo com a area em
microémetros (um). Sendo que no momento 48h a terapia onde houve a menor formagdo de areas de
necrose foi no grupo fonoforese, seguido pela terapia com US e em uso topico. Sendo que, tanto a
terapia por US como a por uso topico tiveram resultados piores que o do grupo controle. Havendo
significancia entre os resultados das terapias com US e Topico em relagdo ao grupo controle.

Em relagdo ao momento 7° dia a menor area de formacdo de areas de necrose foi no grupo
topico, seguido da terapia por fonoforese e pela terapia de US, sendo que todas tiveram resultados
melhores que do grupo controle. No entanto, ndo houve significincia entre os tratamentos testados no
momento 7° dia.

Quando comparados os resultados entre momentos diferentes de eutanasia, foi possivel observar
significancia entre as terapias US 48h e US 7° dia e entre as terapias uso Topico 48h e Topico 7° dia,

bem como nas terapias Fonoforese 48h e Fonoforese 7° dia.
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* Houve significancia entre as terapias por US 48h e Topico 48h em relagdo ao grupo controle 48h.
2 Houve significancia entre as terapias por US 48h e US 7° dia.

Houve significancia entre as terapias por uso Topico 48h e Topico 7° dia.

¢Houve significancia entre as terapias por Fonoforese 48h e Fonoforese 7° dia.

Figura 25 - Area de necrose (em pm) nos diferentes momentos de eutanasia (48h e 7° dia). Os resultados estio
expressos em média, n=5/grupo.

D) Infiltrado inflamatorio: Comparacao entre os grupos 48h e 7° dia.

Quanto a intensidade do infiltrado inflamatdrio presente no tecido muscular analisado,
este foi analisado de acordo como o numero de células por campo (Figura 26). No momento
48h a terapia que se mostrou mais eficaz na redugdo/controle deste foi a terapia por
fonoforese, apesar disso o nimero de celular/campo presente nesse grupo de terapia ainda foi
superior aos valores encontrados no grupo controle. E esse padrao ainda foi observado nas
terapias por uso topico e fonoforese. Mas apesar das diferencas observadas ao gréfico, ndo
houve significancia entre os grupos testados no momento 48h.

No momento 7° dia a terapia que se mostrou mais eficaz no controle ao infiltrado
inflamatorio foi a por uso topico em relacdo ao grupo controle. Ja nas terapias por US e

fonoforese os valores encontrados foram piores que o do grupo controle. Mas apesar disso nao
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houve significancia estatistica também nas terapias testadas no momento 7° dia, quando

comparado ao grupo controle ou aos outros grupos teste.

Infiltrado Inflamatorio

2500
o
E /
S 2000
> B - —
_N /
3 o
W 1500
: . ° =—¢—Controle
:-' =S
4

1000 Tépico

=== Fonoforese
500
0 T 1
48h 7odia

Momento de Eutanasia

Figura 26 — Numero de células/campo de células do infiltrado inflamatorio nos diferentes momentos de eutanasia
(48h e 7° dia). Os resultados estdo expressos em média, n=5/grupo.

E) Nucleos centralizados: Comparagéo entre os grupos 7° dia.

Quanto ao numero de células com nucleo centralizado presentes no tecido muscular
analisado, este foi analisado de acordo com o numero de células por campo. Este resultado
demonstra o grau de formagao de novo tecido muscular, com a presenga de novas células que
se apresentam com nucleos centralizados surgidas a partir das células satélites musculares,
visto que as células musculares maduras possuem nucleos periféricos. E como ja era esperado,
essas células somente foram visualizadas no momento de analise 7° dia. Os resultados obtidos
estao apresentados na figura 27.

No momento 48h nenhuns dos grupos de terapias apresentaram nucleos
centralizados/campo. Em relagdo ao momento 7° dia a terapia com o maior numero de células
com nucleo centralizado/campo foi a terapia por US, seguida das terapias por fonoforese e uso
topico. Sendo que o uso tdpico apresentou valores de células/campo inferiores ao grupo

controle. O que ndo ocorreu com as outras terapias testadas. Mas apesar disso nao houve
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significdncia entre as terapias testadas em relacdo ao grupo controle. S6 foi observada

significancia entre as terapias US 7° dia e Topico 7° dia.
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* Houve significancia na diferenga entre as terapias US 7° dia e Topico 7° dia.

Figura 27 - Numero de células/campo de células com nucleos centralizados nos diferentes momentos de
eutanasia (48h e 7° dia). Os resultados estdo expressos em média, n=5/grupo.

Segue abaixo, na figura 28 um ranking das terapias utilizadas quanto aos critérios e

momentos analisados. Utilizada como instrumento para resumir os resultados encontrados.
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Infiltrado Edema Necrose Fibrose Nucleos
Inflamatorio centralizados
48h 7° dia | 48h 7° dia | 48h 7°dia | 48h 7°dia | 48h 7° dia
1° C T F T F T C C 0 UsS
2° F C T F C F T usS 0 F
3° T UsS C UsS UsS uUsS F F 0 C
4° | US F [ON C T C UsS T 0 T

Figura 28 - Quadro comparativo entre os diferentes grupos de tratamento quanto ao ranking de melhores
resultados encontrado de acordo com os dias de tratamento para as variaveis estudadas. (C) Grupo controle; (T)
Grupo topico; (F) Grupo fonoforese; (US) Grupo ultrassom.

Por meio dessa tabela podemos visualizar que os melhores resultados para reducao das
variaveis estudadas foram encontrados nos grupos topico e fonoforese. Exceto em relacdo a
variavel “nucleos centralizados”, onde o maior nimero de nucleos centralizados por campo
foi encontrado no grupo US, o que ja era esperado devido a propriedade das ondas de
ultrassom de acelerar o processo inflamatorio, o que leva a agilidade na resolu¢ao da
inflamacdo e consequentemente maior agilidade na formag¢ao do novo tecido, que pode ser
representado pela formacdo de novas células musculares, a partir da ativagdo das células
satélites na periferia das fibras musculares (PERTILLE; MACEDO; OLIVEIRA, 2012).

Os resultados encontrados no grupo topico também confirmam a eficiéncia do uso
topico tradicional sobre a pele da copaiba com minima friccdo ou “massagem”, o que
comprova a sua eficiéncia na resolucdo do quadro inflamatorio, ja atribuida a copaiba.
Podemos comprovar ainda que C.duckei permaneceu farmacologicamente eficiente quando da
sua veiculagdo através da formulagao em gel.

Os resultados positivos visualizados através da boa colocagdo no ranking do grupo
fonoforese respondem positivamente ao questionamento quanto a sua eficiéncia
farmacolégica quando veiculado através do gel de OR de C.duckei. No entanto, quando
comparamos ao efeito encontrado no grupo tdpico, estes foram bem semelhantes, ndo
havendo como o esperado, incremento do resultado pela soma dos efeitos terapéuticos ja
reconhecidos da copaiba e do US. Assim, isso ndo justificaria o uso de um equipamento
quando apenas com o uso topico seria possivel obter os mesmos efeitos. Isso se justifique
possivelmente a “competicao” das propriedades antinflamatérias do OR e pro-inflamatorias

do US (LEANDRO et al., 2012; KOEKE et al., 2005).
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Nao foram encontrados na literatura estudos que tenham testado a atividade
antiinflamatéria e de cicatrizagdo muscular do OR de C.duckei através da técnica de
fonoforese. No entanto, existem algumas pesquisas que ja puderam comprovar os efeitos
terapéuticos positivos de outras plantas medicinais através da técnica de fonoforese. Como
exemplo, podemos citar os trabalhos realizados com arnica, andiroba, caléndula, aloe vera e
até mesmo outras espécies de copaiba, como a C.reticulata e C.langsdorff. E trabalhos que
avaliaram e comprovaram efeitos positivos na aplicacao por fonoforese de farmacos como
hidrocortizona, diclofenaco dietilamoénio e dimetilsulféxido (DMSO). No entanto, por meio
de metodologias de aplicacdo e andlise diferentes, apesar algumas serem bem semelhantes.
Como podemos visualizar nas pesquisas citadas em seguida.

Alfredo et al. (2009) analisaram os efeitos da fonoforese associados com Arnica
montana sobre a fase aguda de uma lesdo muscular inflamatoria apds lesdo cirurgica do
musculo tibial anterior. Este estudo utilizou também o US no modo pulsado 20% e realizou
analise histologica, com a diferenca de que a anélise foi qualitativa e realizou o tratamento
apenas por trés dias. Nesta pesquisa nao foi encontrada diferenga significativa entre os grupos
US e US associado a arnica. Separadamente, apenas a massagem com gel de arnica provou ter
eficiéncia antinflamatoria na lesdo muscular aguda em uso topico. No entanto, os mesmos
resultados nao foram obtidos com a associa¢ao da Arnica Montana a fonoforese. Isso se deve
provavelmente ao fato de que o US tenha minimizado a atividade antinflamatéria da Arnica
Montana. Resultados parecidos foram encontrados nesta pesquisa em relagdo ao grupo tdpico,
apesar das diferengas existentes na metodologia utilizada.

Brito et al. (2006) analisaram a utilizacdo por fonoforese de Carapas guianensis
(andiroba), Copaifera officinalis e diclofenaco dietilamodnio. Sendo que em seus resultados
ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados. Sendo
que Brito e colaboradores ndo deixaram claro ou descreveram a forma de veiculacdo das
substancias testadas, se em creme, gel, extrato ou na forma pura. E utilizou a inducao da
miosite pela aplicagdo de acido acético no local. Nesta pesquisa foi realizada a avaliacao das
mesmas variaveis de interesse (necrose, fibrose, edema e infiltrado inflamatorio), no entanto,
de forma qualitativa, através do registro da presenga ou auséncia das variaveis. Tais
diferencas nos fazem questionar a comparacdo dos resultados da pesquisa de Brito e

colaboradores com os encontrados na presente pesquisa.



78

Ricoldy et al. (2010) analisaram o efeito terapéutico de um gel extraido da Calendula
officinalis aplicado através da técnica de fonoforese. Este estudo conclui que a fonoforese se
apresentou como a mais indicada no tratamento de lesdes musculares. Sendo que em seus
resultados observou diferencas significantes entre os grupos tratados por fonoforese e gel de
caléndula em relagdo ao grupo controle na resolucdo de lesdes musculares. Isso, pois estes
grupos apresentaram maior quantidade de fibroblastos, mioblastos e de neovascularizagao,
bem como redugdo da area de lesdo. Este estudo utilizou uma metodologia de aplicagao
semelhante a esta pesquisa, com excecdo do mecanismo de lesdo que foi por meio de uma
incisdo cirtirgica e quanto as variaveis analisadas.

Maia Filho et al. (2010) compararam o uso topico do gel de aloe vera, ultra-som modo
pulsado e aloe vera associado a fonoforese em pata de rato com tendinite induzida por
colagenase. O resultado desse estudo indicou que aloe vera associado a fonoforese foi uma
técnica promissora para o tratamento de tendinite, pois reduziu de forma significativa o edema
na regido ¢ na andlise histologica reduziu de forma superior a outros grupos a area de
infiltrado inflamatdrio e proporcionou melhor disposi¢ao de fibras coldgena. Esta pesquisa
comprovou assim os beneficios esperados da fonoforese associada a um fitoterapico, mas
apesar desses efeitos comprovadamente eficientes no processo de reparo, a pesquisa nao
analisou a repercussao sobre o musculo.

Koeke et al. (2005) realizaram um estudo comparativo da eficacia da aplicagdo topica
por fonoforese da hidrocortizona 10% na reparacdo de tenddo calcaneo. Este estudo concluiu
que o tratamento por fonoforese foi o mais eficiente na recuperacdo da lesdo tendinosa.
Comprovando o incremento da acdo da droga através da via de aplicagdao transdérmica.
Apesar de ter sido realizado o experimento sobre a agdo da fonoforese sobre tecido tendinoso,
podemos atribuir que este resultado por analogia corrobora os resultados positivos
encontrados na presente pesquisa, apesar das diferengas metodoldgicas entre estas.

Silveira et al. (2010) analisaram o uso de um gel de Dimetilsulfoxido (DMSO) no
processo de reparacdo de uma lesao muscular através de seu uso por fonoforese e constataram
que tal associacdo proporcionou um incremento do processo de recuperagdo, com a redugao
da lesdo muscular e do estresse oxidativo. Comprovando assim os beneficios da técnica de
fonoforese.

Carvalho et al. (2005) em seus resultados concluiram que podem ser atribuidas ao OR

de C.duckei as atividade antiinflamatoéria e analgésica topica. Sendo que a atividade



79

analgésica foi determinada utilizando o método de teste de contor¢cdo abdominal e a maior
reducdo do edema induzido por dleo de créton. O que comprova os efeitos atribuidos a
espécie de copaiba utilizada na presente pesquisa apesar de ndo podermos comparar 0s
resultados através de andlise histologica.

Segue abaixo os resultados com a apresentacdo das imagens das laminas histologicas
dos grupos testados (Figuras 29 a 40).

A -

filtrado inflamatorio (o) edema (m); necrose ()

Figura 29 — Histologia do grupo controle 48h. presentando in
e fibrose (]). Aumento de 4x.
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Figura 30 — Histologia do grupo controle 7° dia. Apresentando infiltrado inflamatorio (®); nicleos centralizados
(*). Aumento de 10x.



Figura 31 — Histologia do grupo US 48h. Apresentando infiltrado inflamatorio (e); edema (m) e fibrose (|).
Aumento de 4x.

Figura 32 — Histologia do grupo US 7° dia. Apresentando infiltrado inflamatorio (e); edema (m); necrose (P );
fibrose (|) e células com nucleos centralizados (*). Aumento de 4x.
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Figura 33 — Histologia do grupo topico 48h. Apresentando infiltrado inflamatorio (e); edema (m); necrose (») e
fibrose (). Aumento de 4x.

Figura 34 — Histologia do grupo topico 7° dia. Apresentando infiltrado inflamatorio (e); nucleos centralizados
(*) e fibrose (|). Aumento de 4x.



Figura 35 — Histologia do grupo fonoforese 48h. Apresentando infiltrado inflamatorio (e); edema (m); necrose
(™) e fibrose (). Aumento de 4x.

Figura 36 — Histologia do grupo fonoforese 7° dia. Apresentando infiltrado inflamatorio (e); necrose (») e
fibrose (|). Aumento de 4x.
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Figura 37 — Histologia do grupo controle 7° dia. Apresentando nticleos centralizados (*). Aumento de 10x.

Figura 38 — Histologia do grupo US 7° dia. Apresentando nucleos centralizados (¥) Aumento de 40x.
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Figura 40 — Histologia do grupo Fonoforese 7° dia. Apresentando nucleos centralizados (*). Aumento de 40x.

Recomendamos estudos adicionais de permeacdo e de agdo terapéutica no 14° e 21° dias

apos a lesdo muscular, com continuagdo da aplicagdo das terapias até esses momentos. Com o
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objetivo de fazer uma andlise completa de todo o processo de recuperagdo de uma lesdo
muscular. Bem como a dosagem bioquimica para analise da toxidade hepatica e renal ¢ a

dosagem de marcadores inflamatorios.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados foi possivel concluir que o gel fitoterapico de
copaiba da espécie C.duckei administrado nao foi toxico para a pele em uma unica aplicagdo
nas concentragdes testadas.

Quando utilizado por 21 dias consecutivos o gel fitoterapico de copaiba da espécie
C.duckei apresentou irritativo para pele nas concentracdes de 75% e 50% e na sua forma pura
e cumulativa apos 4 aplicacdes.

O gel de C.duckei a 10% apresentou transmissibilidade positiva para sua utilizagdo por
fonoforese nao atenuando as ondas de US e foi capaz de promover a abertura do estrato
corneo da pele apds sua administra¢do por fonoforese, permitindo a permeacao dos principios
ativos da copaiba em estudo.

Quanto ao efeito terapéutico o gel fitoterapico de copaiba da espécie C.duckei 10%
mostrou resultados mais eficazes para o processo de reparacao muscular na fase inflamatéria
por via topica, sendo seguido pelo tratamento por fonoforese.

O surgimento de ntcleos centralizados foi mais adiantado ao utilizar o US para
tratamento.

O tratamento de US pulsado 1IMHz a 20%, com 0,6W/cm? por um minuto indica a
possibilidade de antecipacdo da formagdo de novas células musculares pela observagdo dos
nucleos centralizados.

Mostraram-se positivos os beneficios da utilizagdo do gel fitoterapico de C.duckei 10%

no processo de reparagao muscular.
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ANEXO C - Técnica de Caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa com
espectometria de massa.

Copaifera duckei (Cop9c-B and Cop9s-B)
EXPERIMENTAL
Gas chromatography (GC-FID)

The gas chromatography (GC) analyses were carried out using an Agilent
Technologies 6890N GC-FID system, equipped with DB-5 capillary column (30m x 0.25
mm,; film thickness 0.25 mm) and connected to a flame ionization detector (FID). The injector
and detector temperatures were set to 280°C. The carrier gas was helium, at a flow rate of 1.3
mL/min. The thermal programmer was 50-300°C at a rate of 5°C/min. Two replicates of
samples were processed in the same way. Component relative concentrations were calculated
based on GC peak areas without using correction factors. The injection volume of the

Capaifera duckei oil (dry and rainy season) essential was 1 uL. (Boligon et al., 2013).
Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)

GC-MS analyses were performed on a Agilent Technologies AutoSystem XL GC-MS
system operating in the EI mode at 70 eV, equipped with a split/splitless injector (250°C).
The transfer line temperature was 280°C. Helium was used as carrier gas (1.5mL/min) and the
capillary columns used were an HP SMS (30m x 0.25 mm; film thickness 0.25 mm) and an
HP Innowax (30m x 0.32mm i.d., film thickness 0.50 mm). The temperature programme was

the same as that used for the GC analyses. The injected volume was 1 puL of the essential oil.
Identification of the components

Identification of the constituents of Capaifera duckei essential oil was performed on
the basis of retention index (RI), determined with reference of the homologous series of n-
alkanes, C7-Cs0, under identical experimental conditions, comparing with the mass spectra
library search (NIST and Wiley), and with the mass spectra literature date Adams (1995). The
relative amounts of individual components were calculated based on the CG peak area (FID

response).
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ANEXO D - Protocolo de manipulacio do gel de C.duckei 10% com gel base de carbopol
- Farmacia de manipulac¢ao Bioativa.

POP 56- Gel base de carbopol.

1. Objetivos: Definir os procedimentos para produgdo de bases galénicas, garantindo
estabilidade e a auséncia de particulas e micoorganismos.

2. Alcance: Farmacéutico responsavel técnico e substituto, técnico de laboratorio.
3. Responsabilidades: Farmacéuticos.
4. Definicoes:

Gel de carbopol: Gel fluido incolor, transparente. Este veiculo ¢ incompativel com resorcina,
fenol, acidos fortes e eletrélitos em altas concentragoes.

5. Precaucoes:

- Pesar todas as substancias em um mesmo recipiente.

- O pH deve ficar entre 6,5 ¢ 7,0.

- O pH da base inicia-se alto e deve ser ajustado com trietanolamida.

- Os ativos necessitam de no minimo 12h de repouso, sem incorporacao.

6. Materiais necessarios:

- Bastdo de pléstico;

- Calculadora;

- Espatula pao-duro;

- Baker de plastico de 4litros;
- Balanga;

- Agitador.

7. Procedimentos:

7.1 Pesar 1,2% da quantidade suficiente para produzir a base de carbopol;

7.2 Pesar 3% da quantidade suficiente para produzir a base de propilenoglicol;

7.3 Pesar 0,5% da quantidade suficiente para produzir a base de neolone;

7.4 Pesar copaiba 10%;

7.5 Pesar 95,3% da quantidade suficiente para produzir a base de dgua destilada;

7.6 Pesar todos os ativos em um Becker de 4L, tampar e deixar em repouso de no minimo
12h;

7.7 Apbs o repouso homogeneizar, com auxilio de espatulas, em agitacdo moderada até a
incorporagdo dos ativos e formagao completa de gel;

7.8 Verificar e ajustar o pH e a viscosidade com trietanolamida.

8. Fluxograma:

Pesagem e adicao de H Repouso de 12h

ativos l

Ajustede pHe ¢ Agitaciio e formacao
viscosidade de gel
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ANEXO E - Laudo técnico da Farmacia de manipulacio Bioativa quanto a preparacio

do Gel de copaiba (Copaifera Duckei) 10%.




